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L'objet de la presente invention concerne des nanocapsules qui, a titre 
de vecteur de principe(s) actif(s), peuyent etre utilisees pour le traitement des 
tumeurs cancereuses solides ou circulantes, qui presentent une certaine 
furtivite vis a vis du systeme immunitaire de l'hote auquei elles sont 
administrees et qui sont capables, non seulement d'etre extravasees au 
niveau tumoral, mais egalement d'y liberer leur contenu. Ce nouveau vecteur 
conforme a ['invention se presente avantageusement sous la forme d'une 
suspension colloTdale injectable de nanocapsules lipidiques portant a leur 
surface des molecules de phospholipides associees a des molecules de 
polyethylene glycol). 

La presente invention concern^en outre !e procede de synthese de 
ces nanocapsules lipidiques furtives, et en particulier le procede d'insertion 
desdites molecules portant des groupements po!y(ethyl£'ne glycol) dans 
I'enveloppe lipidique des nanocapsules?|>realablement formees. 

Enfin, cette invention concerne a la fois les utilisations qui peuvent 
etre faites d'un tel vecteur, pour la delivrance par voie sanguine de principes 
actifs,.en particulier pour le traitement des tumeurs solides ou circulantes 
chez I'Homme, mais egalement pour le traitement des inflammations ou de 
toute autre pathologie pour laquelle on observe une augmentation de la 
permeabilite vasculaire (zones inflammatoires, foyers infectieux). 

La presente invention concerne en outre les differentes compositions 
pharmaceutiques comprenant les nanocapsules selon la presente invention. 

Tout d'abord,,on entend par vecteur toute entite chimique permettant 
le transport et la delivrance dans Torganisme auquei il est administre de 
molecules et en particulier de principes actifs, telles que des medicaments 
par exemple. 
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Par ailleurs, on entend par colloTdale toute dispersion stable 
d'elements solides ayant une taille inferieure a 1 micrometre dans une phase 
liquide. 

Le terme furtif employe pour qualifier le vecteur conforme a la 
5 presente invention designe la capacite des nanocapsules a n'etre pas ou peu 
et/ou tardivement detectees puis sequestrees et/ou degradees par le 
systeme immunitaire de l'hote auquel elles sont administrees. 

On emploie le terme extravasation pour designer la sortie d'un corps 
du compartiment sanguin. Cette sortie s'effectue au travers de pores ou 
10 "fenestrations", de maniere tangentielle a I'axe du capillaire sanguin. Ce 
phenomene s'observe seulement au niveau de certains organes dont les 
capillaires sont fenestres, comme le rein ou le foie par exemple et en 
particulier les tumeurs solides extracerebrales. 

On entend par nanocapsules, des spheres de diametre inferieur a 300 
15 nm comportant une paroi circulate plus ou moins rigide a temperature 
ambiante et une partie centrale ou cceur qui, dans le cas de la presente 
invention contient des corps gras. 

On emploie le terme amphiphile pour qualifier une molecule porteuse 
de groupements presentant une affinite pour les substances de nature 
20 hydrophobe et de groupements presentant une affinite pour les substances 
de nature hydrophile. 

Enfin, mol % exprime un pourcentage molaire et le terme principe actif 
designe un principe pharmaceutiquement actif. 

Les nanocapsules lipidiques furtives objets de la presente invention 
25 sont constitutes d'un cceur essentiellement lipidique liquide ou semi-liquide a 
temperature ambiante et d'une enveloppe lipidique externe comprenant au 
moins un tensioactif hydrophile de nature lipidique, au moins un tensioactif 
lipophile de nature lipidique et au moins un derive amphiphile du 
poly(ethylene glycol) (PEG) dont la masse molaire de la partie polyethylene 
30 glycol) est superieure ou egale a 1000 g/mol, de preference superieure ou 
egale a 2000 g/mol. 
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Le derive amphiphile "pegyle" contribue a conferer I'aspect furtif aux 
nanocapsules. Le coeur des nanocapsules permet avantageusement 
incorporation et le transport de nombreuses molecules et plus 
particulierement de principes actifs de nature lipophile, tels que les 
5 . anticancereux, transportes sous forme dissoute. Les nanocapsules 
conformes a invention sont ainsi capables de vehiculer dans le systeme 
sanguin et plus particulierement dans le milieu interstitiel bordant les 
tumeurs, des medicaments anticancereux pendant des periodes de temps 
prolongees. Par ailleurs, les nanocapsules conformes a invention 

10 presentent un temps de circulation sanguin suffisamment long leur 
permettant des interactions avec des cellules tumorales circulantes. 

Les tumeurs dites sofides sont constitutes de cellules tumorales 
organisees en amas solides ou en tissus irrigues par la circulation sanguine. 
La plupart des tumeurs sont irriguees par un reseau de capillaires fenestras. 

15 Ces capillaires presentent ainsi des sortes de pores qui autorisent, suivant 
leur .taille, le passage d'elements solides hors du compartiment sanguin. La 
taille des fenestrations entre les cellules endothelials de la membrane 
basale des vaisseaux tumoraux varie d'une tumeur a Pautre. Cependant, des 
particules colIoVdales de taille inferieure a 300nm peuvent etre extravasees 

20 au niveau de certaines tumeurs. Cette permeation de particules coIloTdales 
vers le milieu interstitiel tumoral est par ailleurs combin6e a un effet de 
retention accru du a un faible drainage lymphatique tumoral. Ce double 
phenomene, denomme EPR pour Enhanced Permeability and Retention a 
permis d'envisager le developpement d'une therapie antitumorale basee sur 

25 des systemes vecteurs colloTdaux. En effet, PEPR permet une accumulation 
significativement prolongee comparativement a ce qu'on observe sur des 
tissus sains, de particules coIloTdales et de macromolecules aux abords de la 
tumeur. 

Ce phenomene EPR a ainsi ete exploite pour la constitution de 
30 vecteurs colloTdaux destines au transport de principes actifs anticancereux. 
Cependant, pour etre veritablement efficaces, de tels vecteurs doivent 
pouvoir agir dans le compartiment sanguin, et en particulier, aux abords des 
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tumeurs pendant des periodes de temps les plus longues possibles, avant 
d'etre detectes puis detruits par le systeme immunitaire de I'hote. Ainsi, les 
objets colloTdaux non furtifs sont rapidement detectes par certains acteurs du 
systeme immunitaire, tels que les macrophages notamment et ne peuvent 
5 atteindre les tumeurs en quantite suffisante pour etre efficaces. 

En effet, les macrophages constituent Tune des plus importantes 
composantes du systeme immunitaire et jouent un role preponderant dans 
['elimination de la circulation sanguine des particules etrangeres, incluant les 
liposomes et d'autres particules des systemes colloTdaux. 

10 ^expression reconnue pour designer cet ensemble de monocytes 

circulants et sedentaires qui constituent le systeme de defense non- 
specifique implique dans la capture de nanoparticules est « le Systeme des 
Phagocytes Mononuclees » (SPM). 

Au niveau moleculaire la clairance des particules injectees s'effectue 

15 en deux etapes : I'opsonisation par le depot de proteines seriques (ou 
"opsonines") a la surface des particules suivie de la reconnaissance et de la 
capture des particules opsonisees par les macrophages. 

La modification de la surface des nanoparticules par des chames de 
polymeres hydrophiles et flexibles, generalement de type polyethylene 

20 glycol), leur confere une protection de type sterique en empechant les 
opsonines d'atteindre la surface des particules et de precipiter leur 
elimination par les cellules du SPM. L'efficacite de ces chatnes polymeres a 
conferer un caractere furtif depend a la fois de leur longueur et de leur 
densite. Ainsi, Mori et ai (FEBS Lett., 284: 263, 1991) ont effectue des 

25 etudes comparatives avec des phospholipides comprenant des chaTnes de 
PEG 750, 2000 et 5000 g/mol presents a la surface de liposomes de 200 nm. 
A pourcentage molaire egal, le PEG 750 s'est avere completement inefficace 
in vitro pour conferer une protection sterique contre Topsonisation. Les 
chaTnes de PEG plus longues presentent en revanche une efficacite contre 

30 I'opsonisation qui est proportionnelle a leur longueur. Ce comportement in 
vitro se trouve correle avec les demi-vies des liposomes apres injection 
intraveineuse chez la souris, qui sont : inferieure a 30 minutes, d'environ 2 
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heures et de plus de 3 heures pour le PEG 750, ie PEG 2000 et le PEG 5000 
respectivement. 

D'autres etudes (Allen et a/., BBA, 1066: 29, 1991) ont egalement 
permis de montrer qu'en dessous de 1000 g/mol les chaines de 

5 polyethylene glycol), meme lorsqu'eiles sont a concentration saturante a la 
surface des nanoparticules, ne leur permettent pas de conferer une 
protection sterique suffisante et done un caractere furtif. 

La construction de vecteurs furtifs destines au transport de principes 
actifs anticancereux permet non seulement d'augmenter leur effet 

10 therapeutique mais Egalement d'assurer ainsi une certaine invisibilite vis a 
vis du phenomene d'opsonisation et du systeme immunitaire. Par ailleurs, 
cette augmentation de leur temps de demi-vie sanguine (consequence de 
I'effet furtif) sert egalement a diminuer la toxicite des principes actifs 
transports qui seront majoritairement liberes au niveau du tissu interstitiel 

15 tumoral avec une diffusion tres limitee au niveau des tissus sains et du foie 
en particulier. 

En effet, les principes actifs anticancereux sont generalement des 
molecules de petite taille presentant une forte cytotoxicity, particulierement 
prononcee sur les cellules en division. Par ailleurs, leur concentration 

20 therapeutique efficace est parfois tres peu eloignee de la concentration 
plasmatique a laquelle its deviennent toxiques pour I'organisme auquel ils 
sont administres. Cette etroite fenetre de concentration necessite Temploi de 
vecteurs pour Tadministration de tels composes. Le recours a des vecteurs 
furtifs leur permet de s'accumuler au niveau du tissu interstitiel des tumeurs 

25 et d'y liberer leur actif. En raison de cette accumulation, la concentration 
intratumorale en principe actif est tres elevee, bien superieure a la 
concentration qui peut etre atteinte a I'aide de vecteurs conventionnels ou 
encore avec le principe actif seul (Allen, Trends. Pharm. ScL, 15: 215, 1994). 
Les systemes colloVdaux furtifs permettent done d'utiliser des doses plus 

30 elevees en anticancereux, superieures . a celles qu'il est possible 
d'administrer avec le principe actif seul en raison de leur forte toxicite. 



L'accumulation de nanoparticules au niveau des tumeurs et I'effet 
therapeutique resultant depend des demi-vies d'elimination de la circulation 
sanguine. Ainsi diverses formulations de liposomes de type conventionnels 
ou presentant une circulation prolongee ont ete comparees sur la base de 
5 leur profil d'elimination sanguin et de leur accumulation au niveau des 
tumeurs chez la souris (Gabizon A. et Papahadjopoulos D., Proc. Natl Acad. 
Sci. USA, 85:6949, 1988). Ainsi, une formulation furtive presentant une demi- 
vie d'environ 8 heures montre une accumulation de plus de 10% de la dose 
injectee au niveau des tumeurs au bout de 24 heures. Des formulations 

10 temoins ayant des demi-vies legerement inferieures a une heure presentent 
des accumulations au niveau des tumeurs beaucoup plus faibles que celle 
observee pour la formulation furtive. En effet, les concentrations intra- 
tumorales a 24h des formulations temoins represented 4 a 16% seulement 
de la quantite dosee au niveau des tumeurs dans le cas de la formulation 

15 furtive. Ces resultats montrent que des formulations presentant des demi- 
vies de Tordre d'une heure ou inferieures a I'heure presentent peu d'efficacite 
pour conduire a des phenomenes d'accumulation consequents au niveau 
des tumeurs. 

Les systemes colloTdaux tels que les liposomes ou les nanoparticules, 
20 c'est a dire constitues par des particules en suspension de 25nm a 1pm de 
diametre, ont permis le developpement et la mise sur fe marche de 
differentes formes pharmaceutiques colloidales. 

Ainsi, le brevet N° US 5,811,119 decrit Tutilisation de liposomes pour 
('administration de medicaments anticancereux derives des carotenoTdes. 
25 Cette formulation liposomale permet notamment de reduire la toxicite de ces 
principes actifs dans Torganisme. Les carotenoTdes destines au traitement 
des tumeurs sont ici associes a un agent promoteur d'intercalation qui 
permet leur transport au sein du liposome. Le transport de ces principes 
actifs lipophiles au sein d*un liposome dont le cceur est de nature hydrophile 
30 est permis grace a la presence de composes amphiphiles tels que des 
triglycerides. Ces "agents promoteurs d'intercalation" permettent de realiser 
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le transport de carotenoTdes dans un rapport de 10 moles de triglycerides 
pour une mole de carotenoTde. 

Un tel vecteur permet d'envisager le transport d'agents anticancereux 
en diminuant leur cytotoxicity, mais presente un faible taux decapsulation 
5 et par ailleurs ne permet ni un ciblage precis des tumeurs, ni une 
augmentation de la duree de vie de ces vecteurs dans le compartiment 
sanguin. En effet, Tinconvenient majeur du vecteur de type liposome est sa 
faible stabilite dans la circulation, du fait notamment de sa biodegradation 
raprde par les enzymes circulantes. 

10 Le document N° US 5,527,528 decrit ('utilisation de liposomes 

modifies pour le transport et ('administration de medicaments anticancereux. 
Les liposomes decrits ont une taille comprise entre 50 et 120nm, 
contiennent un compose antitumoral tel que la cytarabine et presentent a leur 
surface des chames moleculaires de poly(ethylene glycol) en concentration 

15 suffisante pour augmenter de fagon significative le temps de circulation 
desdits liposomes dans le compartiment sanguin de Thote auquel ils sont 
administres. Par ailleurs, ces liposomes portent egalement a leur surface des 
anticorps specifiques de certains antigenes tumoraux, permettant un ciblage 
acttf des liposomes contre les tumeurs. 

20 Ce document divulgue un vecteur assurant a la fois un transport 

prolonge de principes actifs dans la circulation et un certain ciblage a 
Tencontre du type de tumeur visee. 

Cependant, ce type de vecteur presente un inconvenient majeur. En 
effet, celui-ci est surtout interessant pour les anticancereux de nature 

25 hydrophile tels que la cytarabine ou la gentamycine par exemple. La encore, 
le transport de principes actifs lipophiles et notamment d'anticancereux tels 
que la daunomycine par exemple est limite. Ces composes sont transporters 
par incorporation dans la double couche phospholipidique des liposomes. De 
ce fait, le rendement d'incorporation, demeure faible puisque le volume du 

30 coeur du liposome n'est pas exploite pour le transport. Le principal 
inconvenient de ces systemes est represents par une capacite limitee 
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d'incorporation pour les medicaments lipophiles en raison du rapport 
defavorable entre les volumes des compartiments aqueux et lipophile. 

De plus, I'incorporation membranaire de principes actifs va dependre 
de leur degre de solubilisation dans I'environnement lipidique de cette double 

5 couche phospholipidique. II est difficile de moduler le caractere lipophile au 
sein de cette bicouche etant donne que le choix de ses composants, en 
I'occurrence les phospholipides, est limite. Ce type de vecteur ne permet 
done pas d'ajuster la HLB* (Balance Hydrophile Lipophile) du milieu de 
transport sur la liposolubilite du principe actif transports avec autant de 

10 facilite que le cceur des nanocapsules conformes a I'invention pour 
lesquelles le choix des constituants du cceur offre une plus grande versatility. 
Les rendements d'incorporation sont done dependants du taux de solubilite 
du principe actif dans la membrane liposomale. Ainsi, les liposomes ne sont 
pas susceptibles d'incorporer plus de 5 mol% (le plus souvent 1 a 2%) de 

15 principes actifs hydrophobes dans leur membrane par rapport a la totalite 
des lipides entrant dans la composition de la bicouche lipidique (Lasic, 
Trends Biotechnol. 16:307, 1998). 

*L'indice HLB ou balance hydrophile/lipophile est tel que defini par C. 
Larpent dans le Traite K.342 des Editions "Techniques de I'ingenieut" . 

20 Les liposomes commercialises sous la marque Doxil® et destines au 

transport de principes actifs anticancereux sont egalement des objets 
presentant une certaine furtivite dans le compartiment sanguin. Ces 
liposomes presentent a leur surface des molecules de PEG inserees dans la 
double couche phospholipidique et assurent ainsi un ciblage passif a 

25 I'encontre des tumeurs. Ces vecteurs contiennent un principe actif destine au 
traitement des tumeurs cancereuses : la doxorubicine. 

Ce principe actif est "charge" a I'interieur des liposomes par un 
mecanisme de "loading actif qui resulte de la difference de pH entre le 
milieu exterieur ou se trouve la doxorubicine et le milieu intraliposomal. Ce 

30 gradient de pH permet I'entree de la doxorubicine dans les liposomes ou ce 



principe actif va alors passer sous forme de gel. Ce mecanisme de 
remplissage permet un rendement de chargement en principe actif eleve. 

Cependant, ce mecanisme n'est exploitable que pour certains 
principes actifs ayant un caractere amphiphile, de la facilite a diffuser 
facilement a travers la bicouche iipidique (done des petites molecules), ainsi 
que des proprietes de precipitation ou complexation en fonction d'un gradient 
de pH comme la doxorubicine ou la mitoxantrone et n'est pas applicable a la 
majorite des anticancereux. Les principes actifs qui ne peuvent beneficier de 
ce mecanisme presentent de faibles rendements de charge et necessitent 
des etapes ulterieures de separation sur colonne et de recyclage du principe 
actif. 

En outre, ('utilisation de liposomes comme vecteurs de principes actifs 
presente d'autres inconvenients. En particulier, la presence de la double 
couche phospholipidique limite physiquement la taille des liposomes obtenus 
qui peuvent difficilement atteindre des failles inferieures a 50 nm environ du 
fait de la valeur limite du rayon de courbure pouvant etre atteint par cette 
membrane. 

L'utilisation de vecteurs liposomaux implique done certains 
inconvenients majeurs, notamment dans leur capacite a transporter la plupart 
des substances anticancereuses, mais egalement quant a leur facilite 
d'emploi et de stockage. 

En effet, de tels vecteurs liposomaux ne peuvent etre aisement 
lyophilises sans perdre leurs proprietes structurales et leur capacite de 
transport lors de la reconstitution de la solution colloidale. De ce fait les 
suspensions liposomales presentent une stabilite assez faible et des temps 
de conservation relativement peu eleves. 

Pour tenter de pallier ces inconvenients qui limitent I'efficacite de ce 
type de vecteurs utilises en therapie anticancereuse, des vecteurs colloidaux 
non liposomaux ont ete developpes. Les micelles a base de polymeres 
offrent en effet une bonne alternative aux liposomes en terme de transport de 
principes actifs lipophiles et en particuliers d'agents anticancereux. 
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Ainsi, le document N° WO 02/00194 decrit un vecteur colloidal sous la 
forme de micelles a base de polymeres. Ce vecteur permet entre autre le 
transport et la delivrance de principes actifs anticancereux tels que la 
doxorubicine ou le methotrexate par exemple. Les micelles revendiquees 
5 comportent une partie centrale hydrophobe au sein de laquelle un agent 
anticancereux lipophile peut etre insere et une "coquille" externe de nature 
hydrophile. Ces micelles correspondent en effet a un assemblage de 
polymeres di-bloc comportant une moitie hydrophile a base de 
poly(vinylpyrolidone) et une moitie hydrophobe constitute de poly(acide 

10 lactique). La partie centrale hydrophobe correspond au rassemblement des 
parties centrales hydrophobes des molecules de polymeres composant ces 
micelles. Ce vecteur permet, outre sa capacite au transport de molecules 
hydrophobes, de presenter des particules de tres petite taille, et notamment 
inferieures a 100 nm, ce qui est difficilement realisable dans le cas des 

15 liposomes. 

D'autres types de micelles polymeres ont egalement ete developpees 
dans le but de vehiculer des principes actifs dans le sang pendant des temps 
prolonges (Stolnik et aL, J. Drug Target., 9: 361, 2001). Ce type de vecteur 
presente egalement une structure de type polymere bi-bloc, la partie 

20 hydrophobe etant constitute de poly(acide lactique) et la partie hydrophile 
etant representee par du poly(ethylene glycol). En fonction de la longueur de 
chacun des blocs, les micelles PLA-PEG obtenues ont differentes tailles, 
plus generalement autour de 75 nm. L'injection intraveineuse de ces micelles 
a des rats fait preuve d'un certain caractere furtif avec une demi-vie 

25 d'elimination comprise entre 1 et 2 heures ; 25% de la dose injectee est 
encore presente dans le sang au bout de 3 heures. 

En revanche, les vecteurs a base de micelles presentent 
Tinconvenient d'etre relativement peu stables dans Torganisme et rapidement 
desorganisables. En effet, la stabilite des micelles depend de la 

30 concentration micellaire critique (CMC) en de<?a de laquelle, les molecules 
polymeriques qui les constituent se desassemblent. Cette stabilite relative 
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rend delicate Putilisation industrielle de micelles pour la delivrance 
therapeutique de substances anticancereuses. 

Ainsi, des vecteurs a base de nanoparticules, autres que des 
liposomes, ont ete developpes pour pallier le manque de stabilite des 

5 . vecteurs colloTdaux existants et/ou leur faible efficacite dans le transport de 
molecules de nature lipophile. 

Ainsi, le brevet WO 01/64328 decrit de telles nanocapsules lipidiques 
comportant une surface lipidique rigide et un coeur iiquide ou semi-liquide 
compose d'esters d'acides gras et de triglycerides. La surface rigide de ces 

10 nanocapsules est composee en partie de Lipoid® S 75-3, qui correspond a 
un melange de plusieurs lecithines, et de Solutol® HS 15. Ce type de vecteur 
permet d'envisager le transport de principes actifs hydrophobes et 
notamment d'anticancereux. Dans de telles nanoparticules, le principe actif 
lipophile est present sous forme dissoute a Pinterieur du coeur dont la 

15 composition peut etre modifiee de fa$on a ajuster la balance lipophile/ 
hydrophile en fonction de la liposolubilite du principe actif choisi. Les 
nanocapsules lipidiques selon le brevet WO 01/64328 ont fait I'objet d'une 
evaluation de leur comportement sanguin in vivo suite a leur injection 
intraveineuse chez des rats (Cahouet et ai, « I3 emes Sympsium International 

20 sur la Microencapsulation », Angers (France), Sept 2001). Le Solutol® HS 15 
qui compose la surface de ces nanoparticules est une molecule compdsee 
par une partie hydrophobe et une courte chame de polyethylene glycol) de 
660 g/mol orientee vers Pexterieur. Comme mentionne precedemment, des 
chaTnes de PEG si courtes, meme en forte densite, ne sont pas 

25 suffisamment efficaces pour conferer aux. nanoparticules une protection 
sterique envers Topsonisation et done un certain caractere furtif. Ainsi, le 
temps de demi-vie de ces nanocapsules lipidiques est faible puisquMI est de 
45 minutes environ. Ces nanocapsules lipidiques circulent toutefois plus 
longtemps que des petites molecules telles que les marqueurs radioactifs 

30 seuls. Le temps de demi-vie des nanocapsules lipidiques conformes au 
brevet WO 01/64328 ne serait done pas suffisant pour leur permettre de 
circuler pendant des temps prolonges afin de pouvoir s'accumuler au niveau 
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des tumeurs (dans des organes autres que le foie et la rate), comme evoque 
precedemrnent. 

D'autres types de nanocapsules lipidiques presentant cette fois-ci une 
certaine furtivite chez la souris, et destinees au transport de principes actifs 
5 anticancereux ont ete realisees et decrites par Mosqueira et a/. (Pharm Res, 
18 : 1411, 2001). De telles nanocapsules lipidiques presentent a la fois un 
coeur compose de corps gras qui autorise la dissolution et done le transport 
de principes actifs lipophiles, en particulier d'agents anticancereux et une 
croute rigide externe de polymeres sur laquelle sont greffees des chaTnes de 

10 PEG leur assurant une certaine furtivite vis a vis du systeme immunitaire. 

Ces nanocapsules, d'environ 200 nm de diametre, presentent un 
temps de residence dans la circulation sanguine significativement superieur 
a celui des memes nanoparticules depourvues desdites molecules de 
surface. Cependant, ces resultats de furtivite ont ete obtenus sur la souris, 

15 dont le systeme immunitaire presente une capacite d'opsonisation plus faible 
que ceile qui est observee chez le rat ou chez I'Homme par exemple. Leur 
relative efficacite d'echappement face au systeme immunitaire de la souris 
ne permet done pas d'extrapoler ces resultats aux systemes immunitaires du 
rat ou de THomme qui sont plus puissants en terme de capacite 

20 d'opsonisation (Liu D. etal., BBA, 1240: 277, 1995). 

Par ailleurs, leur relativement grand diametre ne leur permettrait pas 
d'etre facilement extravasees au niveau de la plupart des tumeurs solides. 
Ainsi, meme si le temps de residence dans le compartiment sanguin est 
augmente, ie ciblage tumoral reste reduit ce qui limite d'autant leur efficacite 

25 therapeutique. 

Des nanospheres composees de polymeres en structure bi-bloc de 
PLA-PEG, presentant un caractere furtif chez le rat, avec une demi-vie 
d'elimination de 6 heures ont ete egalement elaborees (Verrecchia et a/., J. 
Control. Rel. 36:49, 1995). La partie hydrophobe du polymere est constitute 
30 de poly(acide lactique) de 30 000 g/mol, la chaine hydrophile est composee 
de poly(ethylene glycol) de 2 000 g/mol. Ces nanoparticules presentent une 
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surface peu favorable a I'activation du complement ce qui a pour 
consequence de diminuer les phenomenes d'opsonisation et la phagocytose 
par les cellules du SPM. 

Toutefois ('inconvenient majeur de ce type de nanoparticules a base 

5 . de polymeres solides de type PLA reside dans leur faible capacite a liberer le 
principe actif rapidement, une fois. aux abords de Tamas de cellules 
tumorales. En effet, la croute rigide externe de ces nanocapsules est 
composee de polymeres de I'acide lactique (PLA), et est degradee de fagon 
relativement lente par les mecanismes de biodegradation de I'organisme. 

10 Cette bio-erosion faible implique une liberation lente des principes actifs 
contenus dans ces nanocapsules. Or i'efficacite therapeutique de tels 
vecteurs anticancereux, vient d'une part de leur capacite a echapper au 
systeme immunitaire, et d'autre part de leur capacite a liberer de fa?on 
rapide, c'est-a-dire en moins de 24 heures leur contenu aux abords de la 

15 tumeur. Or, les nanoparticules decrites par Mosqueira ou Verrecchia ne sont 
pratiquement pas degradees au bout d'un sejour de 24 heures dans 
I'organisme, ce qui ne permet pas d'envisager un traitement veritablement 
efficace des tumeurs solides. 

La presente invention propose ainsi un nouveau vecteur de principe(s) 

20 actif(s) permettant a la fois d'eviter la plupart des inconvenients observes sur 
les vecteurs liposomaux et d^ameliorer Tefficacite de ciblage et de liberation 
de principe(s) actif(s) au niveau de la tumeur par rapport aux vecteurs 
colloidaux non liposomaux existant 

Le but de !a presente invention est aussi de fournir un nouveau type 

25 de vecteur furtif de principe(s) actif(s) qui permet un traitement plus efficace 
des cancers, en particulier des tumeurs solides ou circulantes. 

En effet, les nanocapsules selon la presente invention en tant que 
vecteur de principe(s) actif(s) peuvent etre utilisees pour le traitement des 
tumeurs solides puisque les caracteristiques de taille et de furtivite des 

30 nanocapsules conformes a ('invention permettent a ces nanocapsules 
d^pprocher et de penetrer ces tumeurs par un phenomene d'extravasation. 
On parle dans ce cas de ciblage passif des tumeurs. Ainsi, la demanderesse 
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a le merite d'avoir su concevoir un vecteur compose de nanoparticules 
lipidiques furtives permettant un ciblage passif des tumeurs visees. 

En outre, les nanocapsules selon la presente invention en tant que 
vecteur de principe(s) actif(s) peuvent etre utilisees pour le traitement de 
tumeurs circulantes par un phenomene de ciblage actif. Ce ciblage actif est 
realise par la fixation a la surface desdites nanocapsules de molecules ou 
"ligands" specifiques de certaines molecules de surface des tumeurs 
circulantes. La fixation de telles molecules de surface est avantageusement 
realisee au cours du precede de synthese des nanocapsules par post- 
insertion tel que decrit plus loin. D'une maniere generate, les nanocapsules 
conformes a I'invention en tant que vecteur de principe(s) actif(s) peuvent 
etre utilisees pour le traitement des tumeurs de nature solide ou circulantes 
par ciblage actif, lorsqu'elles presentent des recepteurs susceptibles d'etre 
reconnus par un ligand ou par ciblage passif (sans intervention d'un 
recepteur). 

Les nanocapsules selon la presente invention en tant que vecteur de 
principe(s) actif(s) presentent de surcrott une liberation rapide, done plus 
efficace, de ce(s) principe(s) actif(s) dans I'environnement immediat de la 
tumeur. Une telle liberation rapide est permise par la bioresorption rapide des 
constituants desdites nanocapsules, notamment grace a Taction des 
enzymes circulant dans I'organisme. 

Cette caracteristique de biodegradation notamment par digestion 
enzymatique, est un avantage supplemental de la presente invention qui 
permet d'ameliorer I'efficacite therapeutique des principes actifs administres 
par ce biais. 

Le vecteur conforme a I'invention presente en outre des qualites de 
furtivite interessantes vis a vis du systeme immunitaire et une parfaite 
biodegradabilite assortie d'une absence totale de toxicite. En effet, la totalite 
des constituants du vecteur conforme a I'invention sont biodegradables et 
assimilables rapidement dans I'organisme, font tous I'objet d'une approbation 
pour usage parenteral et sont de surcroTt formules sans solvant organique. 
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Le nouveau vecteur colloYdal furtif conforme a Finvention presente 
aussi I'avantage d'etre lyophilisable et sterilisable facilement, sans perdre 
ses qualites de furtivite ou de transport lors de sa reconstitution sous forme 
de suspension. 

5 Ce vecteur permet en outre d'administrer par voie vasculaire des 

medicaments destines au traitement des inflammations tissulaires. 

Les nanocapsules lipidiques selon la presente invention ont un 
diametre avantageusement compris entre 50 et 150 nm, preferentieilement 
compris entre 80 et 120 nm. 

10 La taille desdites nanocapsules joue un role au niveau du ciblage 

passif des anticancereux tumoraux. En effet, I'effet EPR observe au niveau 
tumoral permet le passage et la retention dans le milieu interstitiel qui borde 
la tumeur solide, d'elements presents dans le sang dont le diametre est 
suffisamment faible pour autoriser cette extravasation. Les nanocapsules 

15 conformes a I'invention sont realisees par un precede permettant 
avantageusement de moduler leur taille. Par ailleurs, elles possedent des 
capacites de furtivite qui leur assurent un temps de demi-vie dans le 
compartiment sanguin superieur a deux heures. Ces deux caracteristiques 
permettent avantageusement de favoriser le phenomene d'extravasation en 

20 augmentant le nombre de passages des nanocapsules au voisinage des 
fenestrations des capillaires tumoraux. Le caractere furtif des nanocapsules 
conformes a Tinvention est egalement susceptible de favoriser les contacts 
avec des cellules malignes presentes dans la circulation sanguine, dans le 
cas de tumeurs circulantes. 

25 Uextravasation correspond a un phenomene de filtration tangentielle, 

ce qui signifie qu'une tumeur presentant des pores d'un diametre de 200 nm 
ne laissera que difficilement passer des objets circulant d'un meme diametre. 
Par ailleurs, la taille des nanocapsules conformes a ('invention leur permet 
d'eviter une capture par extravasation au niveau des cellules du foie. En 

30 effet, les fenestrations des capillaires sinusoTdes du foie autorisent 
I'extravasation de particules de Vordre de 50 nm. Enfin, lesdites 
nanocapsules doivent avoir une taille inferieure a 200 nm afin d'eviter le 
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phenomene de filtration observe au niveau de la rate pour des particules de 
taille superieure a celle-cr. Ainsi, la taille definie des nanocapsules est 
responsable a la fois du phenomene de ciblage passif favorise par PEPR, et 
a la fois de Taugmentation du temps de remanence desdites nanocapsules 
5 dans la circulation sanguine en leur evitant les phenomenes de filtrage et 
d'extravasation hepatique. 

Le diametre des nanocapsules est ajustable en fonction du type de 
tumeurs a traiter et pourra, le cas echeant, etre legerement inferieur ou 
superieur a I'intervalle precite. 

10 La taille des nanocapsules doit en effet etre adaptee a la taille des 

fenestrations des tumeurs a detruire, taille qui peut varier dans le temps, en 
fonction de la maturite de la tumeur, et dans I'espace, au sein d'une meme 
tumeur. De ce fait, le ciblage passif du vecteur conforme a Tinvention n'est 
envisageable au niveau therapeutique que si la taille des nanocapsules 

15 conformes a Tinvention peut etre ajustee de fagon precise. Or la 
demanderesse a avantageusement mis au point un procede permettant de 
synthetiser de fagon precise des nanocapsules furtives de taille variable et 
controlable. Le present vecteur comporte ainsi des capacites d'adaptation a 
I'environnement tumoral qui le rendent d'autant plus efficace. 

20 L'enveloppe lipidique externe des nanocapsules selon la presente 

invention comprend un tehsioactif lipophile de nature lipidique. Ce tensioactif 
se presente avantageusement sous la. forme d'une lecithine dont la 
proportion en phosphatidylcholine est au moins egale a 95 %, 
preferentiellement superieure a 99 %. 

25 La demanderesse a constate que la constitution de nanocapsules 

comportant un taux de phosphatidylcholine superieur a 95 % permettait, chez 
le rat, d'augmenter significativement le temps de retention et done la furtivite 
de ces nanocapsules dans la circulation sanguine. Ainsi, des impuretes telles 
que d'autres phospholipides comme la phosphatidyl ethanolamine, les 

30 lysophospholipides ou des acides gras iibres, pourraient contribuer a 
augmenter le phenomene d'opsonisation de ces nanoparticules. De plus, la 
demanderesse a egalement constate que le rendement desertion des 
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molecules de lipide couple aux molecules de PEG etait meilleur lorsque le 
tensioactif lipophile presente une concentration initiate en 
phosphatidylcholine superieure a 95 %. 

Ainsi, la furtivite observee des nanocapsules conformes a I'invention 
pourrait tenir au fait que la surface externe de ces nanocapsules est 
constitute par un phospholipide . pratiquement pur a base de 
phosphatidylcholine, qui ne declenche quasiment pas les mecanismes 
d'opsonisation. Le taux de purete en phosphatidylcholine joue un role dans 
les mecanismes d'echappement au systeme d'opsonisation. 

Le tensioactif lipophile de nature lipidique represente 
avantageusement un pourcentage molaire compris entre 5 et 30 mol% des 
molecules lipid iques composant la dite enveloppe lipidique externe. 

Ce tensioactif possede de preference une temperature de transition 
de phase liquide a gel superieure a 25°C, preferentiellement superieure a 
37°C, cela signifie qu'a temperature ambiante, ledit tensioactif est sous 
forme solide et ne passe sous forme liquide qu'a une temperature superieure 
a 25°C, preferentiellement a 37°C. La temperature de transition liquide/gel 
joue un role dans la rigidite de I'enveloppe lipidique externe desdites 
nanocapsules. La rigidite de I'enveloppe externe offre aux nanocapsules 
selon I'invention une stabilite physico-chimique importante, a la fois en milieu 
aqueux. lorsqu'elles sont en suspension, mais egalement lors de leur 
administration dans le compartiment sanguin. En effet, la rigidite de ladite 
enveloppe externe confere aux nanocapsules une cohesion leur permettant 
de resister aux modifications environnementales telles que les variations de 
pH ou de pression osmotique qui surviennent lors de I'injection. 

Avantageusement, le tensioactif lipohile est un phospholipide portant 
des chaines carbonees saturees, de preference deux chaines, chacune de 
ces chafnes comprenant au moins 16 atomes de carbones. De ce fait, on 
pourra choisir de preference un phospholipide choisi parmi le DSPC 
(Distearoyl Phosphatidylcholine) en C 18 -C 18 , le HSPC (Hydrogenated Soy 
Phosphatidylcholine) en Ci 6 -C 18 et le DPPC (Dipalmitoyl 
Phosphatidylcholine) en C 16 -C 16 . Preferentiellement, on pourra utiliser le 
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molecules de lipide couple aux molecules de PEG etait meilleur lorsque le 
tensioactif lipophile presente une concentration initiate en 
phosphatidylcholine superieure a 95 %. 

Ainsi, la furtivite observee des nanocapsules conformes a I'invention 

5 pourrait tenir au fait que ia surface externe de ces nanocapsules est 
constitute par un phospholipide pratiquement pur a base de 
phosphatidylcholine, qui ne declenche quasiment pas les mecanismes 
d'opsonisation. Le taux de purete en phosphatidylcholine joue un role dans 
les mecanismes d'echappement au systeme d'opsonisation. 

10 Le tensioactif lipophile de nature lipidique represente 

avantageusement un pourcentage molaire compris entre 5 et 30 mol% des 
molecules lipidiques composant la dite enveloppe lipidique externe. 

Ce tensioactif possede de preference une temperature de transition 
de phase gel a liquide superieure a 25°C, preferentiellement superieure a 

15 37°C, cela signifie qu'a temperature ambiante, ledit tensioactif est sous 
forme solide et ne passe sous forme liquide qu'a une temperature superieure 
a 25°C, preferentiellement a 37°C. La temperature de transition gel/liquide 
joue un role dans la rigidite de I'enveloppe lipidique externe desdites 
nanocapsules. La rigidite de I'enveloppe externe offre aux nanocapsules 

20 selon ('invention une stabilite physico-chimique importante, a la fois en milieu 
aqueux lorsqu'elles sont en suspension, mais egalement lors de leur 
administration dans le compartiment sanguin. En effet, la rigidite de ladite 
enveloppe externe confere aux nanocapsules une cohesion leur permettant 
de resistor aux modifications environnementales telles que les variations de 

25 pH ou de pression osmotique qui surviennent lors de I'injection. 

Avantageusement, le tensioactif lipophile est un phospholipide portant 
des chaines carbonees saturees, de preference deux chaTnes, chacune de 
ces chaines comprenant au moins 16 atomes de carbones. De ce fait, on 
pourra choisir de preference un phospholipide choisi parmi le DSPC 

30 (Distoaroyl Phosphatidylcholine) en Ci 8 -Ci 8 , le HSPC (Hydrogenated Soy 
Phosphatidylcholine) en C 16 -C 18 et le DPPC (Dipalmitoyl 
Phosphatidylcholine) en C 16 -C 16 . Preferentiellement, on pourra utiliser le 
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HSPC a un taux de purete superieur a 99 % pour obtenir la meilleure rigidite 
et les meilleures qualites de furtivite des vecteurs objets de I'invention. Ce 
dernier compose entre dans la composition de formulations liposomales 
injectables commercialisees sous les noms Doxil® ou DaunoXome®. 

Par ailleurs, ladite enveloppe lipidique externe comprend un 
tensioactif hydrophile de nature lipidique, de preference approuve pour 
usage parenteral. Ce tensioactif hydrophile est avantageusement choisi 
parmi les polyethylene glycol) alkyl esters et les polyethylene glycol) alkyl 
ethers, ainsi que leurs melanges. 

Ce tensioactif hydrophile represente de preference entre 60 et 90 
mol% des molecules lipidiques composant ladite enveloppe lipidique externe. 
Ce tensioactif est de preference employe dans une proportion mo.laire 
d'environ 80 mol% des molecules lipidiques composant I'enveloppe lipidique 
externe. 

Ce tensioactif hydrophile sett, avec le tensioactif lipophile, a la 
formation de I'emulsion huile / eau necessaire a la realisation des- 
nanocapsules selon I'invention. II assure en effet la stabilisation des 
gouttelettes grasses formees a partir du melange de triglycerides lors du 
procede de synthese desdites nanocapsules. Par ailleurs, ce tensioactif 
assure egalement la cohesion de ladite enveloppe lipidique externe. La 
proportion relativement forte de tensioactif hydrophile dans I'enveloppe 
desdites nanocapsules permet d'obtenir une tension interfaciale faible, 
permettant la realisation de nanocapsules de diametre d'autant plus faible 
que sa proportion est elevee. 

On utilisera de preference des tensioactifs non ioniques 
commercialises sous les noms : Solutol® HS15 (BASF), Brij® (Uniquema) ou 
Mapeg® (BASF). On utilisera preferentiellement le Solutol® HS15, qui 
correspond au polyethylene glycol)-660 12-hydroxystearate, comportant une 
courte chaine de 15 unites d'ethylene glycol correspondant a un poids 
moleculaire de 660 g/mol. Ce tensioactif est avantageusement approuve 
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pour usage parenteral et plus particulierement pour administration 
intraveineuse, de plus il donne de bons resultats en terme de cohesion. 

Enfin, ladite enveloppe lipidique externe comprend un derive 
amphiphile du polyethylene glycol) ou PEG qui contribue efficacement a la 
furtivite desdites nanocapsules face aux acteurs du systeme immunitaire de 
I'hote. En effet, le derive amphiphile du PEG permet a la fois de diminuer le 
phenomene d'opsonisation des nanocapsules, d'ameliorer la stabilite de la 
solution collofdale et de prolonger le temps de residence de ces 
nanocapsules dans la circulation sanguine. 

Le derive amphiphile du polyethylene glycol) comporte 
avantageusement une partie hydrophobe permettant son ancrage au niveau 
de ladite enveloppe lipidique externe et une partie hydrophile de type 
poly(ethylene glycol) tournee vers I'exterieur desdites nanocapsules 
lipidiques et qui conferent a leur surface des proprietes hydrophiles. 

Les derives amphiphiles du PEG sont inseres dans I'enveloppe 
externe desdites nanocapsules par leur extremite hydrophobe. En 
consequence, la partie PEG est tournee vers I'exterieur desdites 
nanocapsules et forme une sorte de couronne hydrophile protectrice 
entourant chacune des nanocapsules. L'extremite hydrophobe permet 
I'ancrage a la surface de I'enveloppe externe. Cet ancrage est assure par les 
forces de liaison de faible energie qui lient entre elles les parties 
hydrophobes des lipides pegyles a celles des tensioactifs presents au niveau 
de la surface de ladite enveloppe lipidique. En effet, la cohesion de 
I'enveloppe lipidique externe des nanocapsules conformes a I'invention 
resulte des forces de Van der Waals qui s'exercent entre les groupements 
hydrophobes, et en particulier les chames alkyl des molecules composant 
cette enveloppe. Ces liaisons de faible energie permettent a la fois de 
maintenir une cohesion suffisante entre les composants de I'enveloppe pour 
eviter une degradation trop rapide des nanocapsules conformes a I'invention 
lors de leur introduction dans le compartiment sanguin mais leur confere 
cependant une fragilite suffisante pour assurer une biodegradabilite rapide et 
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done une liberation therapeutiquement efficace des principes actifs 
transports. 

En effet, contrairement aux chames polymeriques de type PLA (Poly 
Lactic Acid) ou PLAGA (Poly Lactic Acid and Giycolic Acid) qui constituent la 
5 surface des nanocapsules telles que decrites par Mosqueira et qui sont sous 
forme solide a toute temperature dans des conditions physiologiques, les 
chames grasses qui composent Tenveloppe des nanocapsules selon 
I'invention ne sont pas liees entre elles de fagon covalente, et sont done plus 
sujettes a se disassembler. En effet, la bioerosion est un phenomene de 

10 surface qui est la consequence de Tattaque enzymatique ou de la 
biodegradation (ou bioresorption) naturelle liee aux conditions locales de pH 
et a la presence d'eau. Cette erosion est responsable de la perte de 
phospholipides a la surface des nanocapsules facilitant la sortie des 
principes actifs qui vont s'evacuer par diffusion a travers Tepaisseur de la 

15 couche de phospholipides. 

Les chames polymeres des nanocapsules a base de PLA ou de 
PLAGA sont longues (45000 g/mol pour les nanocapsules decrites par 
Mosqueira) et constituent une surface epaisse a la fois rigide et lisse. Leur 
biodegradation en est done d'autant plus lente. Ainsi, il faut plus de 24 

20 heures (voire plusieurs semaines) pour que la biodegradation des 
nanocapsules a base de PLA ou de PLAGA soit complete. Les 
phospholipides presents a la surface des nanocapsules selon I'invention sont 
des entites distinctes et permettent avantageusement une extraction de la 
surface et une biodegradation rapide, necessaire a une liberation 

25 therapeutiquement efficace des principes actifs transportes. 

Enfin, les constituants de I'enveloppe externe des nanocapsules sont 
tous non seulement biodegradables et approuves pour usage parenteral et 
injection en intraveineuse, mais ils sont egalement assimilables par 
1'organisme. En effet des constituants tels que la phosphatidylcholine ou la 

30 phosphatidylethanolamine sont presents de fagon courante dans 
Talimentation et sont assimiles par Torganisme de fagon naturelle. 
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Ainsi, la taille des chaTnes couvrant la surface des nanocapsules, ainsi 
que leur nature et la nature des liaisons chimiques qui les tiennent 
assemblies contribuent a rendre les nanocapsules selon ('invention a la fois 
stables dans le compartiment sanguin pendant plus d'une heure, et 

5 rapidement biodegradables et assimilables par les enzymes circulantes ou 
presentes dans les fluides interstitiels en moins de 24 heures. 

Avantageusement, la demi-vie des nanocapsules conformes a 
['invention est superieure a 2 heures. Idealement on cherchera a atteindre 
pour les nanocapsules conformes a Tinvention une demi-vie plasmatique 

10 comprise entre 3 et 10 heures. Cette caracteristique permet 
avantageusement aux nanocapsules selon invention de s'accumuler au 
niveau des tumeurs et d'y liberer I'essentiel de leur contenu dans des delais 
raisonnables. L'efficacite de I'agent anticancereux s'en trouve done 
augmentee. Or, la rapidite de liberation de I'agent antitumoral est un facteur 

15 primordial a prendre en compte pour ['elimination des tumeurs solides 
compte-tenu de leur vitesse de croissance elevee. 

Les derives amphiphiles du PEG utilises dans la presente invention 
ont preferentiellement comme groupement hydrophobe une phosphatidyl 
ethanolamine. II s'agit done de phospholipides pegyles. Ainsi, on pourra 

20 utiliser les phospholipides biodegradables, notamment choisis parmi le 
DPPE-PEGx (Dipalmitoyl Phosphatidyl Ethanolamine), le DSPE-PEG X 
(Distearoyl Phosphatidyl Ethanolamine), le DOPE-PEG x (Dioleoyl 
Phosphatidyl Ethanolamine) et le POPE-PEG (Palmitoyl Oleyl Phosphatidyl 
Ethanolamine) ou x represente la taille de la molecule PEG en g/mol, ainsi 

25 que leurs melanges. 

Preferentiellement, on utilisera comme phospholipide couple a une 
molecule de polyethylene glycol) le DSPE-PEG X pour ses qualites de 
stabilite dans Tenveloppe externe des nanocapsules conformes a I'invention. 
De maniere avantageuse, on utilisera le DSPE-PEG 2 ooo, le DSPE- 

30 PEG3000 et le DSPE-PEG5000. 

Par ailleurs, I'effet furtif des nanocpasules selon la presente invention 
pourra egalement etre obtenu avec des lipides pegyles de type noyau sterol- 
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PEG, ceramide-PEG, PEG2000 tetraoleate de sorbitol ou plus generalement 
de type alkyl-PEG ayant au moins une chaTne alkyl procurant un ancrage 
hydrophobe a au moins une molecule de poly(ethy!ene glycol) dans 
Penveloppe externe. 

5 . La taille de la molecule de polymere PEG greffee au phospholipide 

decrit plus haut a egalement une importance. En effet, elle va conditionner 
Tencombrement spatial au niveau de la surface desdites nanocapsules, et 
par consequent I'accessibilite a cette surface, mais egalement la capacite de 
ces nanocapsules a echapper aux acteurs du systeme immunitaire. 

10 Les molecules de poly(ethylene glycol) des derives amphiphile utilises 

dans la presente invention ont de preference une masse molaire superieure 
ou egale a 1000 g/mol. Tel que mentionne precedemment, la presence de. 
chaines de po!y(ethylene glycol) de taille inferieure a 1000 g/mol ne confere 
pas une protection suffisante contre Topsonisation. Par consequent la courte • 

15 chaine de polyethylene glycol) de 660 g/mol presente au niveau de la. 
molecule de tensioactif hydrophile Solutol HS15 evoquee plus haut ne 
pourrait conferer une protection efficace de la surface a regard de. 
I'opsonisation et done une circulation prolongee. Les molecules de PEG de. 5 
formule (0-CH 2 -CH 2 )n pouvant etre utilisees dans le cadre de la presente 

20 invention appartiennent au groupe comprenant le PEG 5000, comportant 113 
unites PEG, le PEG 3 ooo comportant 68 unites PEG et le PEG 2 ooo comportant 
45 unites PEG. Ces iongues chames pegylees conferent un caractere 
hydrophile a la surface des nanocapsules lipidiques. 

La proportion molaire du derive amphiphile de PEG integree dans 

25 Tenveloppe desdites nanocapsules est comprise de preference entre 0,5 et 
12 mol% des molecules lipidiques composant Tenveloppe lipidique externe, 
de preference entre 1 et 10 mol%. D'une maniere preferentielle, on utilisera 
les molecules de DSPE-PEG dans une proportion molaire comprise entre 1 
et 10 moI% des lipides totaux de I'enveloppe. 

30 Dans un mode de realisation prefere, on emploiera des molecules de 

DSPE-PEG5000 car leur taille (elles sont environ deux fois plus Iongues que 
les molecules de DSPE-PEG 20 oo), permet d'obtenir, pour un meme nombre 
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de molecules, une repulsion par effet sterique plus grande et un caractere 
furtif in vivo plus important. En effet, les chaines de PEG sont constamment 
en mouvement a la surface de Tenveloppe lipidique, ainsi, plus elles sont 
longues et plus elles balayent un large espace autour des nanocapsules 
5 lipidiques, ce qui augmente I'encombrement sterique et diminue d'autant la 
possibility pour des proteines d'atteindre la surface de ces nanocapsules. La 
capacite a echapper au phenomene d'opsonisation est done meilleure en 
presence de DSPE-PEG5000. 

Le coeur des nanocapsules conforme a I'invention est un coeur 

10 essentiellement lipidique, compose de d'esters d'acides gras et/ou . de 
triglycerides et/ou d'huile a titre de corps gras. Les triglycerides sont 
avantageusement choisis parmi les triglycerides a chaine moyenne portant 
de 6 a 14 atomes de carbone et/ ou des triglycerides des acides capriques 
ou capryliques ainsi que leurs melanges. Plus preferentiellement, on utilisera 

15 comme melange de corps gras composant le coeur des nanocapsules 
conformes a I'invention le Labrafac® cc ou le Miglyol® 812 N qui repondent 
aux appellations suivantes des Pharmacopees : melange de triglycerides a 
chaTne moyenne (Medium Chain Triglycerides), huile de coco fractionnee 
(Fractionated Coconut Oil) ou triglycerides des acides capryliques et/ou 

20 capriques (Caprylic/Capric Triglyceride). Ces triglycerides peuvent etre 
employes seuls ou en melange avec d'autres esters d'acides gras ou huiles 
pharmaceutiques faisant egalement Tobjet d'une approbation pour I'usage 
parenteral. 

Les esters d'acides gras composant ledit coeur essentiellement 
25 lipidique sont avantageusement choisis parmi les acides gras a chame 
moyenne portant de 8 a18 atomes de carbone, tels que le palmitate d'ethyle, 
Toleate d'ethyle, le myristate d'ethyle, le myristate d ! isopropy!e, le myristate 
d'octyldodecyle ainsi que leurs melanges. 

Bien entendu, la composition et les proportions de chacun de ces 
30 constituants sont modulables et ajustables en fonction de la balance 
hydrophile/lipophile (ou HLB) que Ton veut donner au melange. En effet, la 
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face interne de I'enveloppe etant de nature lipophile, i! n'y aura pas 
d'incompatibilite entre la nature de I'enveloppe et le contenu du coeur. 

Ces lipides sont sous forme liquide ou semi-liquide a temperature 
ambiante en fonction de la taille et du degre de saturation des chames 

5 carbonees portees par les triglycerides et les huiles constituant ledit coeur. La 
presence de corps gras a I'interieur du coeur des nanocapsules selon 
J'invention contribue a la fois a servir de solvant aux anticancereux 
transportes, mais constitue egalement une masse pleine qui sert au maintien 
et a la relative stabilite de ces nanocapsules dans I'environnement externe : 

10 que ce soit en solution dans un liquide aqueux ou a I'etat sec a Tissue d'une 
etape de lyophilisation. Contrairement aux liposomes ou aux autres vecteurs 
colloi'daux.ayant une membrane lipidique et un interieur aqueux , la presence 
d'un contenu de corps gras assure done une certaine stabilite (variation de la 
force ionique ou de la pression osmotique) aux nanocapsules selon 

15 I'invention. 

Avantageusement, la surface externe de I'enveloppe lipidique externe 
des nanocapsules lipidiques furtives objets de la presente invention est de 
nature hydrophite et le coeur essentiellement lipidique est de nature lipophile. 
Ainsi, I'association de lipides biodegradables et assimilables 

20 composant le coeur et I'enveloppe permet a la fois d'envisager une liberation 
rapide des principes actifs transportes et apporte egalement aux 
nanocapsules une stabilite physique qui autorise leur lyophilisation et meme 
leur sterilisation par passage sur filtre de 0,45 a 0,22 urn. Les nanocapsules 
conformes a I'invention peuvent done etre sterilisees et eventuellement 

25 conservees sous forme seche sur de tongues periodes de temps. Le 
nouveau vecteur conforme a I'invention offre ainsi une certaine facilite 
d'emploi qui en fait un produit aisement exploitable dans I'industrie. 

Avantageusement, le coeur essentiellement lipidique des 
nanocapsules lipidiques furtives objets de la presente invention represente 

30 entre 20 a 60 %, de preference entre 25 et 50 % en poids par rapport au 
poids total desdites nanocapsules. 
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Avantageusement, la phase aqueuse ou phase dispersante, dans 
laquelle les nanocapsules (ou phase dispersee) conformes a I'invention 
peuvent etre preparees, contient initialement une certaine concentration en 
sels, avantageusement en NaCI. Cette concentration est comprise entre 4 et 
8 %, avantageusement comprise dans I'intervalle de 4,4 a 5,2 %. A i'issue du 
procede de synthese, cette phase aqueuse peut faire I'objet d'ajout d'agents 
osmotiques, cryo ou lyoprotecteurs et eventuellement d'agents de 
conservation. 

La demanderesse a en effet constate que cette concentration en sel 
permettait a la fois d'obtenir une temperature d'inversion de phase (ou TIP) 
plus basse qu'en I'absence de sels, de permettre une incorporation plus 
massive de molecules de phospholipides couplees au PEG et enfin, de 
diminuer de facon consequente la taille des nanocapsules obtenues. 

Le melange de corps gras constituant ledit coeur permet d'envisager le 
transport de principes actifs faiblement a fortement lipophiles et plus 
particulierement de substances anticancereuses. En effet, en fonction de la 
liposoiubilite de chaque principe actif, la HLB sera ajustee pour permettre 
une dissolution complete du principe actif. La presente invention permet 
meme le transport d'un melange de principes actifs de solubilite differente, 
pour lesquels une HLB intermediaire sera appliquee, assurant une solubilite 
au moins partielle de chaque anticancereux. 

Avantageusement, les nanocapsules lipidiques furtives objets de la 
presente invention contiennent un ou plusieurs principes actifs, notamment 
de nature lipophile. 

Ainsi, les principes actifs anticancereux suivants, de nature 
majoritairement lipophile pourront etre employes, seuls ou en melange : le 
paclitaxel et ses derives tels que le docetaxel, la camptothecine et ses 
derives tels que I'irinotecan, le topotecan ou le rubitecan, le busulfan, le 
chlorambucil, les phthalocyanines, les carotenoides, I'amphotericine B, la 
dexamethasone, et la daunomycine notamment. 

Par ailleurs, des principes actifs anticancereux de nature amphiphile 
tels que la cytarabine, la cyclophosphamide, le methotrexate, les derives 
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Avantageusement, la phase aqueuse ou phase dispersante, dans 
laquelle les nanocapsules (ou phase dispersee) conformes a 1'invention 
peuvent etre preparees, contient initialement une certaine concentration en 
sels, avantageusement en NaCI. Cette concentration est comprise entre 4 et 
8 %, avantageusement comprise dans I'intervalle de 4,4 a 5,2 %. A Tissue du 
procede de synthese, cette phase aqueuse peut faire I'objet d'ajout d'agents 
osmotiques, cryo ou lyoprotecteurs et eventuellement d'agents de 
conservation. 

La demanderesse a en effet constate que cette concentration en sel 
permettait a la fois d'obtenir une temperature d'inversion de phase (ou TIP) 
plus basse qu'en I'absence de sels, de permettre une incorporation plus 
massive de molecules de phospholipides couplees au PEG et enfin, de 
diminuer de fagon consequente la taille des nanocapsules obtenues. 

Le melange de corps gras constituant ledit cceur permet d'envisager le 
transport de principes actifs faiblement a fortement lipophiles et plus 
particulierement de substances anticancereuses. En effet, en fonction de la 
liposolubilite de chaque principe actif, la HLB sera ajustee pour permettre 
une dissolution complete du principe actif. La presente invention permet 
meme le transport d'un melange de principes actifs de solubilite differente, 
pour lesquels une HLB intermediate sera appliquee, assurant une solubilite 
au moins partielle de chaque anticancereux. 

Avantageusement, les nanocapsules lipidiques furtives objets de la 
presente invention contiennent un ou plusieurs principes actifs, notamment 
de nature lipophile. 

Ainsi, les principes actifs anticancereux suivants, de nature 
majoritairement lipophile pourront etre employes, seuls ou en melange : le 
paclitaxel et ses derives tels que le docetaxel, la camptothecine et ses 
derives tels que I'irinotecan, le topotecan ou le rubitecan, le busulfan, le 
chlorambucil, les phthalocyanines, les carotenofdes et la daunomycine 
notamment. 

Par ailleurs, des principes actifs anticancereux de nature amphiphile 
tels que la cytarabine, la cyclophosphamide, le methotrexate, les derives 
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fluores tels que le 5-Fluorouracile ou ie 5-fluorouridine, par exemple ou la 
doxorubicine notamment pourront egalement etre transports par les 
nanocapsules conformes a invention. Les principes actifs seront 
prealablement dissous dans les esters d'acides gras, les triglycerides ou 
dans des huiles et corps gras pharmaceutiques de grade injectable. Les 
solutions de principe actif ainsi realisees pourront etre directement mises en 
ceuvre dans Ie procede ou faire I'objet de dilutions ulterieures dans des 
melanges de triglycerides avant leur mise en ceuvre. 

Enfin, on peut tout a fait prevoir le transport de tout autre type de 
principes actifs, et en particulier d'agents permettant le traitement des 
inflammations ou des foyers d'infections tissulaires. Ainsi, les nanocapsules 
conformes a I'invention, de par leur furtivite et la modulabilite de leur taille 
sont particulierement adaptees au transport et a la delivrance de 
medicaments au niveau des tissus en inflammation. En effet, lors d'une 
inflammation, telle qu'observee dans les formes d'arthrite par exemple, les 
capillaires irriguant la zone inflammee voient leurs fenestrations s'elargir pour 
permettre un transport accru de certains elements presents dans le sang, en 
particulier de proteines. II en est de meme au niveau de tissus presentant 
des foyers d'infection. De ce fait, meme si I'accumulation a ce niveau est 
moins marquee qu'au niveau des tumeurs, on peut concevoir que la 
liberation de principes actifs adaptes, dans une region proche de 
I'inflammation ou de I'infection par des nanocapsules conformes a I'invention 
permette de reduire les consequences de telles pathologies. Ainsi, on peut 
tout a fait prevoir le transport par les nanocapsules conformes a I'invention 
de substances anti-inflammatoires telles que I'ibuprofene, les anti- 
inflammatoires non steroidiens ou les corticoTdes par exemple ainsi que les 
antibiotiques, les antalgiques et les anti-infectieux. 

Le cceur des nanocapsules conformes a I'invention est done compose 
d'une phase grasse dont la composition variable permet d'ajuster la capacite 
des nanocapsules a solubiliser un anticancereux donne. 
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fluores tels que ie 5-Fluorouracile ou le 5-fluorouridine, par.exemple ou la 
doxorubicine notamment pourront egalement etre transporter par les 
nanocapsules conformes a 1'invention. Les principes actifs seront 
prealablement dissous dans les esters d'acides gras, les triglycerides ou 
dans des huiles et corps gras pharmaceutiques de grade injectable. Les 
solutions de principe actif ainsi realisees pourront etre directement mises en 
oeuvre dans le precede ou faire I'objet de dilutions ulterieures dans des 
melanges de triglycerides avant leur mise en oeuvre. 

Enfin, on peut tout a fait prevoir le transport de tout autre type de 
principes actifs, et en particulier d'agents permettant le traitement des 
inflammations ou des foyers d'infections tissulaires. Ainsi, les nanocapsules 
conformes a 1'invention, de par leur furtivite et la modulabilite de leur taille 
sont particulierement adaptees au transport et a la delivrance de 
medicaments au niveau des tissus en inflammation. En effet, lors d'une 
inflammation, telle qu'observee dans les formes d'arthrite par exemple, les 
capillaires irriguant la zone inflammee voient leurs fenestrations s'elargir pour 
permettre un transport accru de certains elements presents dans le sang, en 
particulier de proteines. II en est de meme au niveau de tissus presentant 
des foyers d'infection. De ce fait, meme si I'accumulation a ce niveau est 
moins marquee qu'au niveau des tumeurs, on peut concevoir que la 
liberation de principes actifs adaptes, dans une region proche de 
I'inflammation ou de I'infection par des nanocapsules conformes a 1'invention 
permette de reduire les consequences de telles pathologies. Ainsi, on peut 
tout a fait prevoir le transport par les nanocapsules conformes a 1'invention 
de substances anti-inflammatoires telles que I'ibuprofene, les corticofdes tels 
que la dexamethasone, ainsi que les antibiotiques, les antalgiques et les anti- 
infectieux tels que Tamphotericine B. 

Le cceur des nanocapsules conformes a 1'invention est done compose 
d'une phase grasse dont la composition variable permet d'ajuster la capacite 
des nanocapsules a solubiliser un anticancereux donne. 
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1) Traitement des tumeurs solides et circulantes 

La presente invention est utilisable en premier lieu dans des therapies 
anticancereuses par voie sanguine. 

les nanocapsules conformes a I'invention pourront faire I'objet d'une 
utilisation pour le traitement des tumeurs solides chez I'Homme. 

Par ailleurs, pour le traitement des tumeurs circulantes de type 
leucemie ou lymphome. En effet, tel qu'il a ete mentionne precedemment, le 
ciblage de cellules tumorales circulantes ne peut etre obtenu que si les 
particules du systeme colloidal presentent des caracteristiques de furtivite 
susceptibles de favoriser les rencontres avec les cellules tumorales avant 
toute capture par les cellules du SPM circulantes ou du foie. Ainsi, les 
nanocapsules conformes a I'invention sont particulierement adaptees pour le 
traitement des tumeurs circulantes. 

Ces nanocapsules pourraient egalement avoir des capacites de 
ciblage actif au moyen du couplage de ligands ayant une affinite specifique 
pour des molecules de type recepteur se trouvant a la surface des cellules 
cancereuses. 

Avantageusement, les nanocapsules lipidiques furtives objets de la 
presente invention portent a leur surface des ligands specifiques leur 
conferant des capacites de ciblage actif de cellules ayant des recepteurs 
poUr ces ligands, notamment les cellules tumorales. 

De preference, le ligand sera choisi pour ne pas stimuler, ou 
legerement stimuler, les phenomenes d'elimination des particules. 

Avantageusement, ledit ligand est de type saccharide ou 
oligosaccharide, vitamine ou encore de type oligopeptide, fragment 
d'anticorps ou anticorps monoclonal. 

Les ligands de type saccharide ou oligosaccharide, vitamine (folate, 
riboflavine) et meme de type oligopeptide, fragment d'anticorps ou anticorps 
monoclonal, pourront etre avantageusement utilises. Ainsi, lesdits ligands 
seront prealablement couples a I'extremite reactive de molecules de type 
phospholipide pegyle active ou tout autre lipide susceptible de comprendre 
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une partie hydrophobe, pouvant s'ancrer dans la surface des nanocapsules, 
une chaine hydrophile de type polyethylene glycol) et une fonction chimique 
reactive au bout de cette chaine hydrophile. Ces ligands, une fois fixes au 
bout de ces chaines seront alors introduits de maniere preferentielle par la 
technique de post-insertion telle que decrite plus loin. Le procede de post- 
insertion rend en effet possible I'introduction d'un type de ligand particulier ou 
de ligands de natures differentes presentant diverses specificites 
susceptibles de conferer un ensemble de proprietes particulieres au vecteur 
conforme a I'invention. 

2) Traitement des tissus inflammes (arthrite notamment) et infectes 

On peut egalement prevoir d'utiliser les nanocapsules conformes a la 
presente invention dans le but de traiter des inflammations et/ou des 
infections des tissus, notamment chez I'Homme. En effet, comme cela a ete, 
decrit plus haut, lors des inflammations tissulaires ou des infections, les : 
capillaires irriguant la zone sujette a I'inflammation font I'objet d'une. 
permeabilite accrue. Cette permeabilite temporaire peut etre exploitee au 
meme titre que pour le traitement des tumeurs solides en utilisant le 
phenomene d'extravasation pour apporter au tissu inflamme des substances 
bio actives capables de reduire ou d'eliminer les causes et/ou les 
consequences de rinflammation. Ainsi, on peut prevoir notamment le 
transport par les nanocapsules conformes a I'invention de principes actifs 
destines a I'attenuation de I'inflammation comme des anti-inflammatoires, 
des antalgiques ou des antibiotiques par exemple. Dans le cas de I'arthrite 
par exemple qui correspond a une inflammation de certaines articulations, on 
procedera preferentiellement a une injection intra articulaire des 
nanocapsules conformes a I'invention. En effet, on favorise ainsi le ciblage 
du vecteur directement sur son site d'action et on limite par ailleurs la 
deperdition par dilution des nanocapsules dans I'ensemble de la circulation 
sanguine. Par ailleurs, les proprietes de furtivite des nanocapsules 
conformes a I'invention devraient leur permettre de ne pas etre reconnues et 
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eliminees des sites inflammatoires par le grand nombre de cellules du SPM 
et du systemes immunitaire presentes sur ces lieux. 

La presente invention a egalement pour objet les compositions 
pharmaceutiques comprenant les nanocapsules selon la presente invention 
qui contiennent un ou plusieurs principes actifs. Ces compositions 
pharmaceutiques sont avantageusement sous la forme de suspension 
aqueuse colloi'dale contenant lesdites nanocapsules. 

Un tel vecteur peut etre administre par voie parenteral et notamment 
par voie intraveineuse, intra arterielle, intra peritoneale, et intra musculaire, 
mais egalement, on peut prevoir de I'injecter par voie sous-cutanee. En effet, 
la voie sous-cutanee permettra d'atteindre les vaisseaux lymphatiques qui 
pourraient assurer 1'accumulation des nanocapsules selon ('invention au 
niveau des ganglions lymphatiques. Cette voie d'acces est done 
particulierement importante pour le traitement des affections ganglionnaires 
et plus particulierement des tumeurs ganglionnaires. 

3) Detoxification 

Avantageusement, les nanocapsules lipidiques objets de la present 
invention peuvent etre utilisees pour la capture de molecules hydrophobes 
presentes dans la circulation sanguine suite a une intoxication. 

A la suite d'intoxications aigues a un principe actif de nature 
hydrophobe des nanocapsules lipidiques furtives non chargees en actif 
pourraient etre administrees par voie intraveineuse. Ainsi, grace a leur temps 
de circulation prolonge et a leur coeur lipidique hydrophobe, les 
nanocapsules conformes a I'invention pourraient capter les principes actifs 
presents dans la circulation sanguine de maniere a en diminuer la 
concentration libre et par consequent leur toxicite. Par la suite, ces principes 
actifs seraient relargues progressivement avec la degradation du vecteur a 
des concentrations inferieures aux concentrations libres toxiques. 
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4) Filtration sterilisante 

Enfin, les nanocapsules selon la presente invention presente 
I'avantage de pouvoir etre sterilisees par filtration sterilisante sur filtre d'un 

5 diametre de 0,45pm et meme de 0,22pm, etape qui peut avoir lieu 
directement apres I'etape de trempe. finale du procede decrit ci-apres. En 
effet, la demanderesse a constate que les nanocapsules selon I'invention 
etaient suffisamment solides en suspension pour etre passees sur ce type de 
filtre, sans subir d'alteration majeure et surtout sans perdre leur capacite de 

10 furtivite et de biodegradabilite. Cette caracteristique permet un emploi facile 
et securise desdites nanocapsules pour I'usage parenteral, ce qui en fait un 
vecteur de choix pour une utilisation massive, industrielle ou hospitaliere par 
exemple. 

15 5) Utilisation sous forme seche/filtration 

Les nanocapsules conformes a I'invention peuvent avantageusement 
etre lyophilisees puis reconstitutes sous forme de suspension colloidale. 
Elles peuvent ainsi etre conservees facilement pendant des periodes de 
20 temps prolongees. La reconstitution d'une suspension de nanocapsules 
selon I'invention a partir d'une forme seche peut en effet s'effectuer 
extemporanement, juste avant emploi. Une telle lyophilisation peut s'operer 
directement apres une etape de filtration sterilisante telle que decrite ci- 
dessus. 

25 La lyophilisation desdites nanocapsules consiste a eliminer I'eau des 

preparations par un phenomene de sublimation. On ajoute alors a la 
suspension de nanocapsules a lyophiliser une quantite adequate (environ 
5% m/m) d'un agent cryoprotecteur ou lyoprotecteur tel que le Mannitol ou le 
Trehalose par exemple. Apres dissolution totale de ces composes, les 

30 suspensions choisies subissent une premiere etape de congelation rapide 
aux alentours de -50 °C. Puis ces suspensions sont lyophilisees par passage 
direct de I'eau sous forme vapeur a basse temperature sous pression 
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reduite. Les nanocapsules sous forme seche pourraient alors etre stockees 
sous forme sterile pour de longues periodes de temps avant emploi. 

6) Autres administrations 

On peut prevoir d'utiliser comme vecteur de principes actifs, les 
nanocapsules conformes a I'invention pour traiter d'autres types d'affections 
que les tumeurs ou les inflammations. En effet, une des qualites de ce 
vecteur colloidal est sa faculte a echapper au systeme immunitaire de I'hote 
et en particulier aux cellules du SPM telles que les macrophages. On peut 
done prevoir d'utiliser les nanocapsules furtives de I'invention dans des 
zones de I'organisme ou ('utilisation de vecteurs convention nels est 
particulierement inadaptee. De telles zones riches en macrophages existent 
au niveau des alveoles pulmonaires et des ganglions lymphatiques par 
exempie. On peut ainsi envisager d'administrer ledit vecteur selon des voies 
pour lesquelles la phagocytose et/ ou I'opsonisation constituent une limite a 
I'efficacite de la forme pharmaceutique. 

Procedes de preparation des nanocapsules 

Les nanocapsules constituant le vecteur colloidal furtif conforme a 
I'invention peuvent etre avantageusement synthetisees par deux procedes. 
Le premier procede est dit classique car couramment utilise pour la synthese 
de nanocapsules lipidiques. Le second procede a ete mis au point par la 
demanderesse et est adapte aux nanocapsules selon I'invention. II permet 
notamment d'obtenir des taux d'incorporation en phospholipides "pegyles" 
superieurs a ceux obtenus par le procede classique et offre egalement la 
possibility d'incorporer des phospholipides couples a des ligands permettant 
d'assurer un ciblage actif. Ces deux procedes sont detailles successivement 
ci-apres. 
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1) PROCEDE DE SYNTHESE DES NANOCAPSULES CLASSIQUE 

Le procede permettant la synthese du vecteur colloidal furtif conforme 
a I'invention est avantageusement exempt de tout solvant organique. Par 
ailleurs, c'est un procede simple et relativement rapide qui ne necessite pas 
de materiel particulier. En outre, ce procede ne met en ceuvre que des 
composes biodegradables approuves pour usage parenteral et naturellement 
assimilables par I'organisme, par un phenomene de "bioresorption" 
notamment. Enfin, le procede conforme a invention permet la synthese de 
nanocapsules de diametre defini et choisi par I'utilisateur dans une gamme 
de diametres variant de 40 a 200 nm. C'est i'ajustement de la taille des 
nanocapsules synthetisees qui va permettre d'adapter le vecteur aux 
differents types de tumeurs a traiter. 

On procede tout d'abord a la constitution d'une emulsion huile/eau a 
partir d'eau, de sel, du tensioactif hydrophile, du tensioactif lipophile, des 
corps gras necessaires a la constitution du cceur desdites nanocapsules, des 
molecules de lipides couplees aux molecules de PEG et du ou des principes 
actifs destines a etre transports par les nanocapsules selon I'invention. Le 
principe actif sera prealablement dissout dans la phase grasse huileuse 
devant constituer le cceur des nanocapsules conformes a I'invention. 

La premiere etape consiste done a peser I'ensemble des constituants, 
a les chauffer a une temperature superieure a la temperature de fusion du 
tensioactif lipophile sous agitation douce, par exemple magnetique, jusqu'a 
I'obtention d'une emulsion homogene huile/eau. Le melange est ainsi porte 
dans un premier temps a 65°C lorsque le tensioactif lipophile est represents 
par I'HSPC. 

Puis, on provoque I'inversion de phase de cette emulsion huile/eau 
pour la transformer en une emulsion eau/huile. Pour ce faire, on augmente la 
temperature du melange jusqu'a une temperature T2 superieure a la 
temperature d'inversion de phase (TIP) du melange ainsi constitue. On 
diminue alors la temperature du melange jusqu'a une temperature T1. 

L'inversion de phase peut etre eventuellement suivie par l'annulation 
de la conductivity de la formulation lorsque I'emulsion eau/huile se forme, 
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mais peut etre generalement visible a I'oeil nu tel que decrit ci-dessous. T1 
est une temperature a laquelle la conductivity est au moins egale a 90 - 95 
% de la conductivity mesuree a 20°C. T2 est la temperature a laquelle la 
conductivity s'annule. 

On repete cette operation en effectuant au moins un cycle de 
modification de temperature autour de la zone diversion de phase entre T1 
etT2 jusqu'a I'apparition d'une solution translucide. En effet, I'organisation du 
systeme sous forme de nanocapsules se traduit visuellement par un 
changement d'aspect du systeme initial qui passe de blanc-opaque a blanc- 
translucide. Ce changement se produit lorsque la temperature descend en 
dessous de la temperature d'inversion de phase (TIP). Cette temperature est 
situee generalement entre 6 a 15°C en dessous de la TIP. 

Le nombre de cycles appliques a I'emulsion depend de la quantity 
d'energie necessaire pour former les nanocapsules. [.'inversion de phase 
entre I'emulsion huile/eau et I'emulsion eau/huile se traduit par une 
diminution de la conductivity quand la temperature augmente jusqu'a ce 
qu'elle s'annule. La temperature moyenne de la zone d'inversion de phase 
correspond a la temperature d'inversion de phase (TIP). 

On peut alors effectuer la trempe de I'emulsion huile/eau, c'est a dire 
son refroidissement brutal pour obtenir des nanocapsules stables. Cette 
operation s'effectue sous agitation magnetique en diluant I'emulsion entre 3 
et 10 fois a I'aide d'eau desionisee a 2°C +/- 1°C jetee dans I'emulsion fine. 
Cette etape de trempe permet de faire passer les nanocapsules de la forme 
emulsion pour laquelle les lipides qui les composent sont fluides, a la forme 
suspension pour laquelle ils sont dans un etat plus fige done structurellement 
tres stables. Les particules ainsi obtenues sont maintenues sous agitation 
pendant 5 minutes. Dans le cas d'une application industrielle, il peut etre 
envisage de proceder a un refroidissement brutal de la preparation en la 
faisant circuler dans un systeme d'echangeurs thermiques par exemple. 
Dans ce cas particulier, on evite la dilution de la preparation. 

Avantageusement, la phase grasse est le Labrafac® cc, le tensioactif 
lipophile est le HSPC (Hydrogenated Soy Phosphatidylcholine) et le 
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tensioactif hydrophile est le Solutol® HS15. Le derive amphiphile du PEG est 
le phospholipide pegyle DSPE-PEG2000 ou 500 o. Dans ces conditions, T1 = 
60°C, 12= 85°C et le nombre de cycles est egal a 3. 

Au niveau des constituants de I'enveloppe des nanocapsules, le 
pourcentage molaire du tensioactif lipophile de nature lipidique est compris 
entre 5 et 30 mol%. II est compris entre 60 et 90 mol% pour le tensioactif de 
nature hydrophile et compris entre 0,5 et 5mol% pour le phospholipide 
pegyle. 

Un exemple avantageux du pourcentage molaire des differents 
constituants de I'enveloppe lipidique externe desdites nanocapsules peut 
etre le suivant : 

. HSPC : 15,46 mol% 
• Solutol® HS15 : 81 ,2 mol% 
. DSPE-PEG2000 : 3,34 mol% 
Dans cet exemple, la concentration en.sel de I'emulsion initiate est de 
4,4% (m/m), la masse de Labrafac®cc constituant le cceur des 
nanocapsules lipidiques represente 44 % (m/m) de la totalite des 
constituants de nature lipidique ou tensioactifs presents dans la preparation. 
Cet ensemble de constituants sera par la suite designe sous le terme de 
lipides totaux (composants autres que I'eau et le chlorure de sodium), ce 
terme inclut notamment le phospholipide pegyle. Le rapport entre Ies 
constituants de la surface lipidique externe (mentionnes ci-dessus) et Ies 
lipides totaux est done de 55 %. 

D'une facon generate, plus le rapport massique entre Ies lipides 
composant I'enveloppe externe desdites nanocapsules et Ies lipides totaux 
Ies constituant est eleve, plus la taille des nanocapsules est petite. Ainsi, on 
peut aisement moduler la taille des nanocapsules selon Invention, au 
moment de leur synthese en choisissant un rapport massique entre Ies 
lipides de I'enveloppe et Ies lipides totaux adequat. 

Inversement, la taille des particules augmente quand la proportion en 
lipides constituant le coeur de celles-ci augmente. 
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Par ailleurs, la taille des particules diminue quand la proportion en 
agent tensioactif hydrophile augmente et quand la proportion en agents 
tensioactifs (hydrophile et lipophile) augmente. L'agent tensioactif enframe 
une diminution de la tension interfaciale et done une stabilisation du systeme 
ce qui favorise I'obtention de petites particules. En effet, plus la tension 
interfaciale est faible, plus la suspension de nanocapsules lipidiques dans 
une solution aqueuse est stable. Pour des quantites fixees en tensioactifs 
hydrophile et lipophile ainsi qu'en esters d'acides gras, I'ajout de quantites 
croissantes de lipides pegyles se traduit par une augmentation de la taille 
des particules. II est possible d'obtenir differentes gammes de failles et 
differentes teneurs en phospholipide pegyle en choisissant des quantites de 
Solutol® HS15 et de DSPE-PEG donnees (se reporter a la figure 1 de 
I'exemple 4). 

Selon un mode de realisation preferee, la phase grasse est le 
Labrafac® cc, le tensioactif lipophile de nature lipidique est le HSPC 
(Northern Lipids), le tensioactif hydrophile non ionique est le Solutol® HS15 
et le lipide couple aux molecules de PEG est le DSPE-PEG 20 oo. Ces 
composes presentent les caracteristiques suivantes : 

- Le Labrafac® cc (Gattefosse, Saint-Priest, France). II s'agit d'une 
huile composee de triglycerides a chaTne moyenne des acides capryliques et 
capriques (C 8 et C 10 ). Sa densite est de 0,930 a 0,960 a 20°C. Son indice 
HLB est de I'ordre de 1. Sa composition est identique au Miglyol® 81 2N 
(Sasol, Allemagne). Le Labrafac® cc entre dans la composition de 
preparations pour nutrition parenteral. 

-Le Solutol® HS15 (BASF, Ludwigshafen, Allemagne). II s'agit d'un 
12-hydroxystearate de polyethylene glycol)-660. II joue done le role d'agent 
tensioactif hydrophile dans la formulation. II est utilisable par voie injectable 
(chez la souris en IV DL50 > 3,16 g/kg, chez le rat 1,0 < DL 50 < 1,47 g /kg). 

- Le DSPE-PEG2000 (Northern Lipids Inc., Vancouver, Canada). II 
s'agit du N-(carbamoyi-methoxy polyethylene glycol) 2000)-1 ,2-distearoyl- 
sn-3-phosphoethanolamine sous forme de sel de sodium. II confere aux 
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nanocapsules lipidiques leur caractere furtif. Les longues chaTnes de 
poly(ethylene glycol) permettent de proteger !a surface des nanocapsules par 
l eur e ff e t sterique en empechant les proteines de la circulation sanguine de 
s'y deposer (opsonisation). II est utilisable par la voie injectable et entre dans 
la preparation liposomale . Doxil® (Alza, Mountain View, Etats-Unis 
d'Amerique). 

La phase aqueuse de I'emulsion initiate huile/eau peut egalement 
contenir 4 a 8 % d'un sel comme le chlorure de sodium. La modification de la 
concentration en sei entraTne un deplacement de la zone diversion de 
phase. Plus la concentration en sel augmente et plus la temperature 
diversion de phase est basse. Ce phenomene est interessant pour 
Tencapsulation de principes actifs thermosensibles hydrophobes. Leur 
incorporation peut alors se faire a une temperature plus faible. 

Le diametre des nanocapsules est avantageusement ajuste par un 
ajustement des proportions en sel, en tensioactif hydrophile et de la purete 
du tensioactif lipophile dans le melange de depart du procede de synthese. 

2) PROCEDE DE SYNTHESE DES NANOCAPSULES FURT1VES PAR 
POST-INSERTION 

Les nanocapsules lipidiques furtives objets de la presente invention 
sont avantageusement preparees selon un procede par post-insertion. 

Ce procede comprend une etape de preformation de nanocapsules 
depourvues de derive amphiphile du poly(ethyleneglycol), puis une etape de 
post-insertion desdits derives amphiphiles du poly(ethyleneglycol) a la 
surface de ces nanocapsules. 

Selon ce procede, ladite etape de preformation comprend 
avantageusement la synthese de nanocapsules depourvues du derive 
amphiphile du poly(ethylene glycol) selon ('inversion de phase d'une 
emulsion huile/eau provoquee par plusieurs cycles de montee et descente en 
temperature, tel que decrit precedemment au niveau du procede classique. 
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Le procede mis au point par la demanderesse est egalement exempt 
de tout solvant organique et permet d'obtenir un meilleur rendement 
d'incorporation de phospholipides "pegyles" a la surface des nanocapsules 
conformes a I'invention. 
5 Par exemple, on peut obtenir des nanocapsules dont la proportion 

molaire en DSPE-PEG par rapport aux lipides de I'enveloppe sera 
superieurea 5 mol% et preferentiellement de I'ordre de 10 mol%. Une telle 
proportion confere aux nanocapsules selon Tinvention de bonnes qualites de 
furtivite. Or, Pobtention de telles proportions est difficiiement realisable selon 

10 le procede de synthese classique decrit ci-dessus. Par ailleurs, le procede de 
synthese par preformation de nanocapsules sans PEG suivi de 
Tincorporation posterieure de DSPE-PEG par insertion permet d'ajuster 
precisement la taille des nanocapsules, et ainsi de les adapter au type de 
tumeurs a traiter par un ajustement de la proportion et de la longueur des 

15 chaTnes hydrophiles du derive amphiphile. Outre Tinsertion de molecules de 
DSPE-PEG en plus grande proportion, il est envisageable par cette 
technique de post-insertion d'incorporer des derives de phospholipides 
comportant des ligands au bout d'une chaTne pegylee. Ces ligands pourront 
conferer aux nanocapsules conformes a Tinvention des proprietes de ciblage 

20 actif et specifique de cellules d'interet (tumeurs solides et circulantes). Ce 
procede de post-insertion convient particulierement a des molecules 
thermosensibles puisqu'il est realise a une temperature qui ne depasse pas 
60°C. 

Par exemple, on realise au prealable des nanocapsules a base 
25 d'HSPC et conformement au procede decrit ci-dessus, mais depourvues de 
DSPE-PEG. 

Ladite etape de post-insertion comprend avantageusement une 
premiere etape de co-incubation des nanocapsules preformees en presence 
du derive amphiphile du poly(ethylene glycol), puis une seconde etape dite 
30 de trempe au cours de laquelle le melange derive amphiphile du 
poly(ethyleneglycol)/nanocapsules preformees ainsi obtenu est brusquement 
refroidit pour atteindre une temperature comprise entre 0 et 5°C. 
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Par exemple, on ajoute de I'eau a la preparation contenant les 
nanocapsules depourvues de DSPE-PEG decrites ci-dessus de maniere a la 
porter a un volume precis dans une fiole jaugee. Ainsi la concentration 
precise des lipides en mg/ml est connue et petit servir de base au calcul pour 
5 . les quantites de DSPE-PEG 2 ooo ou 5000, par exemple, a ajouter de maniere a 
atteindre par exemple 6 mol% par rapport au total des lipides (DSPE-PEG 
•compris) entrant dans la composition de I'enveloppe externe des 
nanocapsules lipidiques de I'invention. Avantageusement, la preparation de 
nanocapsules et les solutions micellaires de DSPE-PEG sont par la suite 
10 portees et maintenues separement a 60°C pendant une duree de 15 
minutes. 

L'etape de co-incubation du melange derive amphiphile du 
po!y(ethylene g!ycol)/nanocapsules preformees se fait a une temperature tres 
legerement superieure a la temperature de transition de phase gel/liquide 

15 dudit tensioactif lipophile de nature lipidique mais inferieure a la temperature 
diversion de phase du melange derive amphiphile du 
poly(ethy!eneglycol)/nanocapsules preformees afin d'eviter toute 
disorganisation du systeme en raison du phenomene d'inversion de phase. 
Si on reprend 1'exemple precedent, on constate qu'a 60°C la surface des 

20 nanocapsules lipidiques est beaucoup plus fluide et permet ['insertion de 
phospholipides supplementaires. On introduit alors le volume requis de 
solution micellaire de DSPE-PEG dans la preparation de nanocapsules. On 
laisse incuber pendant 1h30 a 60°C en agitant vigoureusement tous les 
quarts d'heure. A Tissue de cette periode d'incubation, les preparations sont 

25 plongees pendant une minute dans un bain de glace de maniere a figer 
brutalement Penveloppe des nanocapsules et d'y pieger les molecules de 
DSPE-PEG inserees. 

Ce procede de post-insertion permet d'obtenir des nanocapsules 
conformes a Tinvention dont la teneur en DSPE-PEG est plus elevee que 

30 celle qu'il est possible d'atteindre par la methode classique. En effet, les 
nanocapsules ainsi preparees presentent in vivo un caractere furtif tres 
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superieur a celui qu'il est possible d'obtenir avec ies nanocapsules realisees 
selon la methode classique. 

II est egalement possible de proceder a la post-insertion de DSPE- 
PEG a des temperatures plus basses (37 — 50°C) mais sur des temps 
5 d'incubation plus longs. Ainsi, cette methode d'insertion a basse temperature 
peut convenir pour Tincorporation de derives de phospholipides pegyles 
ayant a I'extremite de la chaTne PEG des groupements thermosensibles tels 
que certains oligopeptides et proteines par exemple. Ces derniers composes 
pourraient servir de groupements orienteurs pour la realisation de 

10 nanocapsules conformes a I'invention mais permettant le ciblage actif de 
cellules tumorales. 

En outre, ledit procede de post-insertion permet d'introduire, en plus 
des molecules de DSPE-PEG, des phospholipides actives de type PDP- 
PEG2000-DSPE (PyridylDithioPropionylamino-PEG 2 ooo-DSPE) ou MPB- 

15 PEG2000-DSPE (p-(Maleimidophenyl)butaroylamino-PEG 20 oo-DSPE) 
(Northern Lipids Inc., Vancouver, Canada) qui comportent des fonctions 
reactives a I'extremite des chaTnes pegylees. Ces fonctions reactives 
permettent le couplage, une fois Ies nanocapsules selon ['invention 
obtenues, de composes de nature peptidique comportant des groupements 

20 thiols tels que des oligopeptides ou des proteines de type anticorps afin de 
leur conferer des proprietes de ciblage actif. 

FIGURES 

25 II sera fait reference aux figures suivantes dans Ies exemples decrits 

ci-apres: 

- Figure 1 : Evolution de la taille de nanocapsules realisees a partir de 
HSPC en fonction du pourcentage molaire en DSPE~PEG 2 ooo 

- Figure 2 : Evolution de la taille de nanocapsules realisees a partir de 
30 HSPC, depourvues de DSPE-PEG en fonction du rapport Lipides de 

la surface/total des lipides 
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- Figure 3 : Evolution de la taille de nanocapsules pour differentes 
formulations obtenues par le procede de post-insertion 

- Figure 4 : Comparaison de profits sanguins de formulations de 
nanocapsules realisees a partir de DSPE-PEG 2 ooo ou de DSPE- 
PEG5000 

- Figure 5 : Comparaison du caractere furtif de differentes formulations 
de nanocapsules realisees a partir de DSPE-PEG2000 ou de DSPE- 
PEG5000 ou de nanocapsules realisees selon I'art anterieur 

- Figure 6 : Comparaison du caractere furtif de differentes formulations 
de nanocapsules realisees par )e procede classique ou par le procede 
de post-insertion 

A) EXEMPLES DE REALISATION DE NANOCAPSULES FURTIVES 
SELON LE PROCEDE CLASSIQUE 

Dans les exemples qui suivent : 

% massique= pourcentage massique par rapport au poids total de la 
nanocapsule 

Mol% = pourcentage molaire par rapport a I'enveloppe externe de la 
nanocapsule 

% m/env. = pourcentage massique parr apport au poids de 
I'enveloppe externe de la nanocapsule 

Exemple 1 : Preparation comportant du DSPE-PEG 20 oo 

Realisation d'une preparation comportant du DSPE-PEG2000 a 2,86 
mol% pour un total d'environ 1 gramme de lipides, selon le procede 
classique. 

On introduit dans un flacon a scintillation de 20 ml les constituants 
necessaires a la synthese des nanocapsules conformes a I'invention avec 
les quantites presentees dans le tableau 1 . 
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Tableau 1 





masse 


% 


Nombre 


Wlol % 


/o 




(mg) 


massique 


de mo! 




m/env. 


HSPC 


75 


1,50% 


9.843E-05 


16,98% 


13,25% 




40 


0,92% 


1.658E-05 


2,86% 


8,13% 


Solutol HS15 


445 


8,90% 


4.645E-04 


80,15% 


78,62% 


Labrafac 


504 


10,08% 








NaCI 


220 


4,40% 




Total lipides 


1070 


eau 


3710 


74,20% 




Env. / Total 


52,90% 


Total 


5000 


100,00% 









D'une facon generate, on tolere lors des pesees des variations 
maximales (par rapport aux valeurs cibles) de ± 1,5% pour la lecithine et le 
DSPE-PEG de ±0,2 a 0,5% pour le tensioactif hydrophile (Solutol® HS15) et 
les triglycerides et de ± 3% pour le sel. La quantite d'eau introduite est au 
minimum egale a la valeur indiquee et au maximum superieure de 2% a la 
valeur indiquee. En effet, comme cela a ete explique precedemment, les 
tailles des nanocapsules obtenues dependent principalement du rapport 
entre la somme des lipides constituant I'enveloppe des particules et la masse 
totale des lipides (Enveloppe/Total). 

Apres les pesees la temperature est montee progressivement jusqu'a 
60°C et I'agitation est maintenue pendant quelques minutes durant 
lesquelles on s'assure de la disintegration des agregats de lecithine ou de 
DSPE-PEG. Puis une montee en temperature est effectuee jusqu'a 80-85°C. 
Par la suite, le flacon est transfere sur une plaque non chauffee et on laisse 
la temperature descendre, toujours sous agitation, jusqu'a 60°C. Puis on 
peut entreprendre trois cycles de montee en temperature jusqu'a 80°C et de 
descente jusqu'a 60°C. Au cours de la deuxieme montee en temperature il 
est possible d'observer le phenomene d'inversion de phase (au-dessous de 
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la Temperature d'lnversion de Phase (TIP) la solution est translucide puis 
devient opaque et d'aspect cremeux au-dessus de la TIP). 

A la fin du troisieme cycle une trempe est effectuee par I'aj'out d'un 
volume d'eau froide a 1°C (12,5 ml) lorsque la temperature tombe de 10°C 

5 en dessous de la temperature a laquelle s'est produite le changement 
d'aspect, telle que relevee lors de la deuxieme et de la troisieme montee en 
temperature. Suite a la trempe, I'agitation est maintenue pendant une duree 
de 5 minutes. Dans I'exemple cite, la temperature a laquelle s'est produite le 
changement d'aspect est de 75°C, la temperature maximale a laquelle a ete 

0 portee la preparation est de 82°C et la trempe a ete effectuee a 62°C. 

Par la suite une analyse du profil de distribution de failles par diffusion 
dynamique de la lumiere peut etre realisee apres filtration de la preparation 
sur un filtre de porosite 0,2 urn. La preparation citee en exemple permet 
I'obtention de nanocapsules conformes a I'invention d'une taille de 87,5 ± 14. 

1 5 nm. La teneur en DSPE-PEG 20 oo est de 2,86 mol% par rapport a I'ensemble 
des.constituants de la surface. Les autres proportions ont ete precedemment 
reportees dans le tableau 1 . 

La proportion maximale de DSPE-PEG 20 oo qu'il a ete possible 
d'atteindre par cette methode classique de preparation est de 3,34 mol%. 

20 L'ajout d'une quantite supplemental de ce phospholipide pegyle se traduit 
par Tinstabilite des preparations obtenues suite a la trempe finale. 

Exemple 2 : preparation comportant du DSPE-PEG 50 oo 

25 Realisation d'une preparation comportant du DSPE-PEG 50 oo a 1.41 

mol% pour un total d'environ 0,6 grammes de lipides, selon le procede 
classique. 

Le mode operatoire est identique a celui decrit dans I'exemple 
precedent, a I'exception des quantites engagees qui sont presentees dans le 
30 tableau 2 ci-dessous : 
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Tableau 2 





masse 
(mg) 


% 

massique 


Nombre de 
moles 


mol% 


% m/env. 


HSPC 


37,5 


1,50% 


4,921 E-05 


15,54% 


11,89% 


DSPE-PEG 


25 8 


1 ,UO /0 


A A&-\ £T OR 
^t^HO i tr-Uo 


•4 A A a/ 
1,41% 


o «4 on/ 

8,18% 


Solutol HS15 


252 


10,08% 


2.630E-04 


83,05% 


79,92% 


Labrafac 


252 


10,08% 








NaCI 


116 


4,64% 




Total lipides 


567,3 


eau 


1816,7 


72,67% 




Env. / Total 


55,58% 


Total 


2500 


100,00% 









Pour cette preparation, le changement d'aspect opaque/translucide 
s'est produit vers 72°C, la temperature maximale atteinte au cours des cycles 
est de 81 °C et la trempe a ete effectuee en dessous de 65°C avec un 
volume de 6 ml d'eau glacee. 

La taille moyenne des nanocapsules obtenues par diffusion 
dynamique de la lumiere est de 63,2 ± 9.83 nm apres filtration de la 
preparation sur un filtre de porosite 0,2 urn. 

La proportion maximale de DSPE-PEG 50 oo qu'il a ete possible 
d'atteindre par cette methode classique de preparation est de 1,49 mol%. 

Ainsi, la quantite de phospholipides incorpores par la methode 
classique est d'autant plus limitee que ces molecules presentment des chaines 
de PEG plus longues. 
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Bl Exemples de fabrication de nanocapsules seton I' invention par 
post-insertion 

Exemple 3 : Realisation de nanocapsules selon le procede d'insertion 
de DSPE-PEG a des Nanocapsules preformees. 

Le tableau 3 donne un exemple de quantites des differents 
constituants, permettant I'obtention de formulations de nanocapsules 
iipidiques ayant des diametres se situant autour de 80 nm par la technique 
d'insertion de DSPE-PEG dans des nanocapsules preformees. 

La realisation de la preparation mere de nanocapsules preformees, 
sans DSPE-PEG, se fait selon le procede classique. Les quantites introd.uites 
sont reportees dans, le tableau 3. Apres la trempe, la preparation est 
transferee dans une fiole jaugee et le volume est complete a 25 ml avec. de 
I'eau distillee. 



Tableau 3 





masse 
(mg) 


% 

massique 


Nombre de 
moles 


mol% 


% m/env. 


HSPC 


75 


1,50% 


9.843E-05 


17,48% 


14,42% 


DSPE-PEG 


0 


0,00% 


O.OO0E+O0 


0,00% 


0,00% 


Solutol HS15 


445 


8,90% 


4.645E-04 


82,52% 


85,58% 


Labrafac 


504 


10,08% 








NaCI 


220 


4,40% 




Total lipides 


1024 


eau 


3756 


75,12% 




Env. / Total 


50,78% 


Total 


5000 


100,00% 









Des solutions micellaires de DSPE-PEG 20 oo et DSPE-PEG 5000 ont ete 
prealablement realisees par pesee de 75 mg de phospholipides "pegyles", 
ajout d'une quantite suffisante d'eau distillee pour effectuer la dissolution et 
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completion du volume, apres dissolution totale, jusqu'a un volume total precis 
de 5 ml. 

On repartit alors des volumes de 2 ml de preparation mere dans des 
tubes a hemolyse bouches que I'on place dans un bain-marie a 60°C. On 
place egalement au bain-marie les solutions micellaires. Les preparations de 
nanocapsules lipidiques et les solutions micellaires de DSPE-PEG sont pre- 
incubees separement a 60°C pendant 15 minutes. Au bout de ce temps on 
ajoute les volumes requis pour obtenir une proportion theorique de 6 mol% 
en phospholipides associes aux molecules de PEG au niveau de I'enveloppe 
des nanocapsules. Ainsi, avec les volumes et les concentrations des 
solutions micellaires indiquees ci-dessus, on ajoute 532 pi de DSPE-PEG 20 oo 
ou 1 1 08 pi de DSPE-PEG5000. Un temoin est egalement realise en ajoutant 
800 pi d'eau chaude. 

Apres ces ajouts les solutions sont laissees pendant 1h30 a 60°C et 
agitees au vortex tous les quarts d'heure. Au bout de cette periode 
d'incubation, les preparations sont plongees dans un bain de glace. 

Les tallies des nanocapsules lipidiques obtenues sont reportees dans 
le tableau 4 



Tableau 4 



Preparation 


Taille 
nanocapsules (nm) 


Preparation mere non incubee 


69 ± 12,9 


Temoin chauffe 


69,9 ± 14,2 


DSPE-PEG2000 


77,9 ± 14 


DSPE-PEG5000 


78,4 ±13 



La preparation temoin, incubee dans les memes conditions presente 
des particules ayant une taille proche de celles de la preparation mere non 
incubee a 60°C. Les preparations ayant ete incubees en presence de DSPE- 
PEG presentent une augmentation sensible du diametre moyen des 
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particules, suggerant Insertion des phospholipides "pegyles" a la surface 
des nanocapsules. 

C) Influence de divers parametres sur la taille des nanocapsules 
5 . conformes a ['invention 

Exemple 4 : Controle de la taille de nanocapsules realisees selon le 
procede classique \ 

10 Les preparations sont realisees conformement a la methode classique 

telle que decrite au niveau de i'exemple 1 . Les preparations sont realisees 
avec une quantite de lipides se situant autour de 1 g. La figure 1 represente 
revolution de la taille des nanocapsules en fonction de la proportion de 
. DSPE-PEG2000 ajoutee pour des quantites en tensioactif hydrophile, Solutol 

15 HS15, fixees respectivement a 414 mg (413,5 ± 0,50), 446 mg (445,85 ± 
0,01) ou 504 mg (504,4 + 0,27). Les quantites de HSPC, Labrafac 0 cc et 
NaCI sont maintenues constantes pour toutes les preparations, 
respectivement a 76 mg, 504,5 mg et 220 mg. 

D'une maniere generate la taille augmente pour des quantites de 

20 Solutol HS15 decroissantes. Dans une meme serie, pour une quantite 
donnee de Solutol HS15, la taille augmente avec les proportions croissantes 
de DSPE-PEG ajoutees. 

Exemple 5 : Controle de la taille pour des nanocapsules realisees selon 
25 la methode de post-insertion 

Lorsque Ton souhaite obtenir des temps de circulation particulierement 
longs ou que Ton desire introduire des ligands, il faut avoir recours a la 
methode de post-insertion telle que decrite au niveau de Texemple 3. Ainsi, 
30 on genere au prealable des nanocapsules exemptes de DSPE-PEG pour 
lesquelles il est possible d'ajuster la taille en faisant varier le ratio massique 
entre le total des lipides et tensioactifs constituant la surface des particules 
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sur la totalite de tous les lipides et tensioactifs entrant dans la composition de 
la preparation (surface+coeur). Les relations entre ce rapport Lipides de la 
surface/total des lipides et la taille des nanocapsules obtenues, se pretant a 
la methode de post-insertion, est presente sur la figure 2. 

5 Les formulations presentees au niveau de la figure 2 ont ete realisees 

pour une quantite d'environ 1 g de lipides. Les quantites de HSPC, 
Labrafac®cc et NaCI sont constantes et correspondent a celles employees 
au niveau de I'exemple 4. Les quantites de Solutol HS15 employees, les 
rapports Lipides de la surface/total des lipides (rapport S/T) correspondants 

10 sont reportes dans le tableau 5 ci-dessous. 



Tableau 5 



Solutol HS15 
(mg) 


Rapport S/T 


400,6 


48,6% 


413,2 


49,2% 


445,9 


50,9% 


504,2 


53,5% 



Par la suite il est possible d'introduire le phospholipide pegyle DSPE- 
15 PEG par le procede de post-insertion afin d'obtenir les nanocapsules furtives 
conformes a Pinvention. Le procede de post-insertion est realise selon 
Texemple 3 pour une proportion totale finale de 6 mol% en DSPE-PEG 2000 
ou 5000. 

Les tailles obtenues pour les formulations meres (serie SM), exemptes 
20 de DSPE-PEG, ayant respectivement 504, 446 et 401 mg de Solutol HS15 et 
les formulations filles conformes a ('invention ayant fait I'objet d'une 
incorporation de DSPE-PEG 2000 et 5000 par ledit procede de post-insertion 
sont representees au niveau de la figure 3. 

Ainsi, I'insertion de DSPE-PEG 2 ooo se traduit par une augmentation du 
25 diametre de 7,2 nm en moyenne. L'augmentation de taille est plus marquee 
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pour le DSPE-PEG5000 qui presente une augmentation moyenne de 9,1 nm 
sur ie diametre des particules. 

Sur la base de ces augmentations de diametre, qui temoignent de 
I'insertion effective de phospholipides pegyle a la surface des nanocapsules 
5 lipidiques, et connaissant revolution de la taille des nanocapsules exemptes 
de PEG en fonction du rapport surface/lipides totaux (figure 2), il est possible 
d'adapter la taille des nanocapsules conformes a I'invention de maniere a 
faciliter I'extravasation au niveau des fenestrations presentes au niveau de 
I'endothelium de capillaires tumoraux particuliers. 

10 

D) Resultats des etudes de furtivite menees in vivo avec les 
nanocapsules conformes a I'invention 

Exemple 6 : cinetique de disparition du vecteur (donnees comparatives 
15 PEG 20 oo/ PEG5000) 

La furtivite des nanocapsules conformes a I'invention a ete evaluee 
dans une etude comparative entre une formulation de nanocapsules a base 
de 3,34 mol% de DSPE-PEG 2 ooo (courbe "2k-3,34") et une formulation de 
20 nanocapsules a base de DSPE-PEG 50 oo, dont la proportion molaire en 
DSPE-PEG5000 est de 1,41mol% ("5k-1,41"). Ces formulations ont ete 
realisees selon ledit procede classique tel que decrit au niveau des 
exemples 1 et 2. 

Pour ce faire, des solutions de nanocapsules conformes a I'invention 
25 ont ete injectees par voie intraveineuse a des rats males (Sprague-Dawley, 
325g) a raison de 4 rats par formulation. Les doses de lipides injectees ont 
ete choisies pour etre environ 10 fois inferieures aux doses a partir 
desquelles des phenomenes de « saturation du SPM » peuvent avoir lieu (ce 
qui se traduirait par des temps de circulation prolonges en raison du 
30 debordement des capacites d'epuration). Ainsi une solution de nanocapsules 
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comprenant une quantite totale de lipides de 2 mg dans un volume de 400 pi 
a ete injectee a chaque rat. 

Les nanocapsules conformes a I'invention ont prealablement ete 
marquees avec un traceur radioactif tritie : le [ 3 H]-Cholesterol Hexadecyl 
Ether qui est un marqueur non echangeable. La dose de marqueur radioactif 
represente 3 micro Curie (pCi) par rat. Neuf prelevements sanguins 
successifs ont ete effectues apres I'injection des nanocapsules a 5, 15 et 30 
minutes, puis a 1,2,4,8,12 et 24 heures. 

Les echantillons sanguins sont mis a digerer en presence de Soluene 
350 (Canberra Packard, Mississauga, Canada) pendant une heure a 50°C. 
Apres digestion, les echantillons sanguins sont decolores a I'aide d'eau 
oxygenee 30%. On ajoute alors le liquide de scintillation Hionic Fluor 
(Canberra) et on laisse les echantillons au repos pendant une nuit. Le 
dosage de la quantite de nanocapsules marquees presentes dans le sang 
aux differents temps est alors effectue par comptage de la radioactivite au 
moyen d'un compteur a scintillation. Le dosage .de temoins permet de 
determiner le nombre de dpm (disintegrations par minute) correspondant a 
1 00% de la dose. Le volume de sang total chez les rats est de 75 ml/kg. 
Ainsi il est possible d'exprimer les resultats en pourcentage de la dose totale 
injectee. Les resultats de ce dosage sont recapitules a la figure 4. 

Le tableau 6 donne le nom, la taille moyenne et la proportion molaire 
de DSPE-PEG incorpore selon le procede classique dans I'enveloppe 
exteme desdites nanocapsules lipidiques. 

La nomenclature employee rend compte de la masse molaire de la 
partie PEG (2k, 5k pour 2000 ou 500 o) et du pourcentage molaire de DSPE- 
PEG par rapport a I'ensemble des lipides de la surface. 

Tableau 6 : Descriptif des formulations employees 



Nom 



Taille (nm) 



DSPE-PEG 



2k-3,34 
5k-1,41 



61 ± 15 



77 ±15 



3,34 mol% 
1,41 mol% 
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Ces resultats montrent que la demi-vie plasmatique de nanocapsules 
conformes a I'invention se situe entre 2 et 3 heures chez le rat aussi bien 
pour les nanocapsules a base de DSPE-PEG 20 oo a 3.34 mol% que pour les 
nanocapsules a base de DSPE-PEG5000 a 1,41 mol%. Toutefois. il est 
important de noter I'effet furtif superieur apporte par les chaines de DSPE- 
PEGsooo- En effet, pour un nombre de moles plus de deux fois inferieur au 
nombre de moles de DSPE-PEG 200 o a la surface des nanocapsules, les 
chaines de PEG plus longues procurent un effet protecteur comparable a 
celui confere par les chaines ayant une masse de 2000 g/mol. 

Exemple 7 : Etude comparative des nanocapsules de I'invention par 
rapport aux nanocapsules de Tart anterieur 

Une etude, similaire a celle presentee dans Pexemple 6, visant a 
comparer les vitesses de disparition dans le sang des nanocapsules 
lipidiques conformes a i'invention et des nanocapsules lipidiques telles que 
decrites dans I'art anterieur au niveau du brevet N° WO 01/64328, a ete 
realisee. Les resultats obtenus pour les formulations 1 a 4 ont ete obtenus 
sur le rat dans des conditions identiques aux resultats presentes figure 4. Les 
formulations representees sont brievement decrites ci-dessous et les 
donnees obtenues sont reportees au niveau de la figure 5. Cette figure 
comprend egalement a titre de comparaison les donnees obtenues par 
Stolnik et ai (disponibles pour 3 heures de cinetique sanguine seulement) 
ainsi que par Cahouet et al 

Formulation 1 : Nanocapsules conventionnelles telles que decrites 
dans le brevet N° WO 01/64328 : le tensioactif lipophile est le Lipoid® S75-3,- 
qui n'est pas une lecithine pure (70% de phosphatidylcholine) et les 
particules sont depourvues de PEG ; 
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Formulation 2 : Nanocapsules a base de Lipoid® S75-3 mais 
comportant du DSPE-PEG 200 o (1,65 mol%) introduit selon le procede 
classique ; 

Formulation 3 : Nanocapsules a base de HSPC (>99% de 
phosphatidylcholine) et de DSPE-PEG5000 (1,41 mol%), nanocapsules 
conformes a I'invention a base de PEG5000 introduit selon le procede 
classique ; 

Formulation 4 : Nanocapsu!es-HSPC-PEG 20 oo (3,34 mol%), 
nanocapsules conformes a I'invention a base de PEG2000. quantite maximale 
incorporable selon le procede classique pour HSPC ; 

FS : Formulation Stolnik : micelles de P LA-PEG en proportion 13:5 (la 
partie PEG ayant une masse molaire de 2000 g/mol) dont le diametre est de 
I'ordre de 75 nm. Les donnees de la meilleure formulation sont relevees 
d'apres le graphique contenu dans I'article publie (Stolnik et a!., J. Drug 
Target., 9:361, 2001). Ces donnees ont ete egalement obtenues suite a 
I'injection intraveineuse chez le rat d'une quantite non saturante pour le SPM 
de nanoparticules ; 

NL A.A. : Formulation Nanocapsules conventionnelles de I'Art 
Anterieur. Ces donnees ont ete relevees a partir des travaux de Cahouet et 
al. (« I3 emes Symposium international sur la Microencapsulation », Angers 
(France), Sept. 2001). Ces resultats ont egalement ete obtenus suite a 
I'injection intraveineuse (dose inconnue) chez le rat de Nanocapsules 
lipidiques realisees par les auteurs susnommes selon une formulation a base 
de Lipoid® S75-3 decrite dans le brevet N° WO 01/64328. 

Les formulations 1 et 2 represented respectivement des formulations 
de nanocapsules conventionnelles dont la surface comprend du LipoTd® 
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S 75-3 (lecithine comprenant des impuretes) et ces m§mes nanocapsules 
dont la surface comprend en plus 1,65 mol% de DSPE-PEG 2 ooo- Ce taux est 
proche de la teneur maximale incorporable pour des nanocapsules 
comprenant du Lipoid® S 75-3 realisees selon le procede classique. La 
teneur en DSPE-PEG2000 de la formulation 4 est egalement a son maximum 
de par le procede classique. L'absence d'impuretes et I'homogeneite de la 
phosphatidylcholine HSPC permettent Incorporation de telles teneurs de 
DSPE-PEG dans les nanocapsules conformes a I'invention (pratiquement 
deux fois plus importantes qu'avec le Lipoid® S 75-3). 

Ces resultats montrent que les nanocapsules conformes a I'invention 
(formulations 3 et 4) presentent une clairance significativement moins elevee 
que les nanocasules lipidiques de I'art anterieur (formulation 1, telle que 
decrites dans le brevet N° WO 01/64328) qui sont tres rapidement eliminees 
du compartiment sanguin. Ainsi, pour la formulation 1 seulement 10% de la 
dose injectee se trouve encore presente dans le sang au bout d'une heure. 
Les nanocapsules de I'art anterieur ne presentent done aucun caractere 
furtif. Par ailleurs, I'incorporation de DSPE-PEG2000 aux nanocapsules de I'art 
anterieur (formulation 2) n'ameliore que tres legerement leur remanence 
dans la circulation sanguine : leur temps de demi-vie est egalement inferieur 
a une heure. En effet, les augmentations respectives des ASC (Aire sous la 
Courbe entre 5 minutes et 24 heures) par rapport a la formulation 1 (ASCporm 
x / ASCporm 1) sont : 

Formulation 2 : 1,09 
Formulation 3 : 2,31 
Formulation 4 : 2,68. 

Par ailleurs, tel que mentionne au niveau de la description de I'art 
anterieur, les nanocapsules conformes au brevet N° WO 01/64328 ont 
egalement fait I'objet d'une etude in vivo chez le rat par Cahouet et al. La 
cinetique d'elimination sanguine de ces nanocapsules presente un profil 
(formulation NL A.A. en figure 5) qui est legerement superieur a celui obtenu 
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pour la formulation 1 et peu different de celui de la formulation 2, 
probablement en raison de la difference de dose injectee (NL A.A. : dose 
inconnue). Le temps de demi-vie des nanocapsules de Cahouet et aL (NL 
A.A.) est inferieur a une heure (45 minutes precisement). Le profit que la 
demanderesse a obtenu pour la formulation 1 est ainsi peu different de celui 
presente dans I'etude de Part anterieur. Ces deux formulations ternoins qui 
ne comprennent pas de chaine de polyethylene glycol) superieure a 1000 
g/mol montrent Hnefficacite des courtes chaTnes de PEG du Solutol® HS15 
(660 g/mol) a conferer une protection contre Elimination rapide de la 
circulation sanguine. Ainsi ces deux formulations ne presentent pas de 
caractere furtif ni de circulation prolongee (10% de la dose injectee a la 2 e 
heure) et peuvent etre considerees comme references non-furtives 
permettant d'evaluer I'effet des modifications a la composition des vecteurs 
(utilisation d'une lecithine de purete elevee en phosphatidylcholine), 
notamment I'ajout de longues chaTnes de PEG. 

La figure 5 represente egalement les donnees de Tart anterieur telles 
que presentees dans la publication de Stolnik et aL (legende FS). Leur 
formulation de micelles de P LA-PEG presente un caractere furtif avec un peu 
moins de 40% de la dose injectee encore presente dans la circulation 
sanguine au bout de deux heures. Toutefois, le caractere furtif de cette 
preparation colloTdale est inferieur a celui des nanocapsules conformes a 
Tinvention qui presentent plus de 50% et plus de 60% de la dose injectee au 
bout de la 2 e heure pour les formulations 3 (DSPE-PEG 50 oo) et 4 (DSPE- 
PEG2000) respectivement. Etant donne que la proportion de nanocapsules 
conformes a Tinvention (formulations 3 et 4) presentes dans la circulation 
sanguine au cours des 4 premieres heures suivant Tinjection est nettement 
superieure a celle des nanoparticules furtives de Tart anterieur (formulation 
FS), la quantite de vecteur susceptible d'atteindre les cellules tumorales 
solides et/ou circulantes se trouvera avantageusement augmentee, 
augmentant ainsi les chances de succes du traitement. 
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Exemple 8 : Potentialisation du caractere furtif apporte par le 
procede de post-insertion 

Une etude in vivo realisee dans les memes conditions que les 
5 precedentes a ete conduite avec 4 formulations differentes. Ainsi, afin 
d'evaluer I'interet du procede de post-insertion, la demanderesse a compare 
le caractere furtif de trois formulations realisees selon ledit procede de post- 
insertion au caractere furtif de la meilleure formulation realisee selon le 
procede classique. Les quatre formulations qui ont fait I'objet de cetle etude 
10 in vivo sont les suivantes : 

Formulation 2k-3,34 : Nanocapsules~HSPC-PEG 2 ooo (3,34 mol%), 
nanocapsules conformes a 1'invention a base de PEG 2 ooo, quantite maximale 
incorporable selon le procede classique pour HSPC. Cette formulation 
15 correspond a la formulation 4 de I'exemple 7, injectee a un nouveau groupe 
de 4 rats ; 

Formulation 2k-6% : Nanocapsules a base de HSPC ayant fait I'objet 
de ("incorporation d'une quantite de DSPE-PEG2000 correspondant a 6 mol% 
20 de la totalite des lipides de la surface des nanocapsules conformes a 
Tinvention selon le procede de post-insertion, tel que detaille au niveau de 
I'exemple 3 ; 

Formulation 5k-6% : Nanocapsules a base de la meme formulation 
25 mere comprenant de I'HSPC, realisee pour Tobtention des nanocapsules de 
la formulation 2k-6%, mais ayant fait I'objet de I'incorporation de DSPE- 
PEG5000 par procede de post-insertion, nanocapsules conformes a 
Tinvention ; 

30 Formulation 2k-10% : Nanocapsules a base de la meme formulation 

mere comprenant de I'HSPC, realisee pour I'obtention des nanocapsules de 
la formulation 2k-6%, mais ayant fait I'objet de I'incorporation de 10 mol% de 
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DSPE-PEG2000 par le precede de post-insertion, nanocapsules conformes a 
I'invention. 

Les resultats obtenus au niveau de I'elimination sanguine des trois 
formulations detaillees ci-dessus sont presentes au niveau de la figure 6. 

Les donnees presentees au niveau de la figure 6 demontrent I'interet 
du procede de post-insertion. En effet, ledit procede de post-insertion permet 
d'obtenir des nanocapsules conformes a I'invention dont le caractere furtif est 
nettement superieur a celui de nanocapsules conformes a I'invention mais 
realisees selon le procede classique. Par ailleurs, cette etude demontre 
egalement la stabilite et la conservation du caractere furtif dans le temps des 
nanocapsules conformes a I'invention. La formulation 2k-3,34 a ete realisee 
3 mois plus tot et injectee de nouveau pour la presente etude. Les profils 
obtenus sont comparables (on retrouve une quantite legerement superieure 
a 22% de la dose injectee au bout de la 4 e heure, comme au niveau de la 
figure 4). Les formulations presentees sur la figure 6 presentent un caractere 
furtif prononce. Les formulations de nanocapsules temoins (sans DSPE- 
PEG) presentent toutes (formulation 1 de I'exemple precedent et celle de 
I'etude de I'art anterieur) moins de 10% de la dose residuelle au bout de 
deux heures. 

Le procede de post-insertion permet d'incorporer des quantites de 
DSPE-PEG superieures a celles qu'il est possible d'incorporer selon le 
procede classique, comme le montrent les profils sanguins de la figure 6, ce 
qui permet d'ameliorer la furtivite des preparations et de les adapter a des 
applications necessitant des proportions superieures de nanocapsules dans 
le sang au cours des 12 premieres heures suivant leur injection. Ainsi, les 
formulations realisees selon ledit procede de post-insertion presentent toutes 
environ 60% de la dose injectee au bout de la 4 e heure. A la 8 e heure la dose 
residuelle de nanocapsules de la formulation 2k-6% est de plus de 18%. Une 
meme proportion de 6 mol% de DSPE-PEG, mais presentant des chames de 
PEG plus longues (DSPE-PEG 50 oo) permet d'obtenir plus de 40% de la dose 
injectee a la 8 e heure. Lorsque Ton introduit davantage de DSPE-PEG 20 oo, 
jusqu'a 10 mol%, il est possible d'obtenir un profil legerement superieur a 
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celui de la formulation 5k-6% avec 50% de la dose injectee a la 8 e heure. Le 
caractere furtif des formulations de nanocapsules conformes a I'invention 
realisees selon le procede de post-insertion est ainsi nettement superieur a 
celui observe pour des nanoparticules pleines dites furtives, telles que 
decrites dans la litterature. 
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REVENDICATIONS 

1. Nanocapsules Iipidiques furtives constitutes d'un coeur 
5 essentiellement lipidique liquide ou semi-liquide a temperature ambiante et 

d'une enveloppe lipidique externe comprenant au moins un tensioactif 
hydrophile de nature lipidique, au moins un tensioactif lipophile de nature 
lipidique et au moins un derive amphiphile du poly(ethylene glycol) dont la 
masse molaire de la partie poly(ethylene glycol) est superieure ou egale a 
10 1000 g/mol t de preference superieure ou egale a 2000 g/mol. 

2. Nanocapsules Iipidiques furtives selon la revendication 1, 
caracterisees en ce que ledit tensioactif lipophile est une lecithine dont la 
proportion en phosphatidylcholine est au moins egale a 95 %, de preference 

15 superieure a 99 %. 

3. Nanocapsules Iipidiques furtives selon Tune des revendications 1 a 

2, caracterisees en ce que ledit tensioactif lipophile a une temperature de 
transition liquide/gel au moins egale a 25°C, de preference superieure a 

20 37°C. 

4. Nanocapsules Iipidiques furtives selon Tune des revendications 1 a 

3, caracterisees en ce que le tensioactif lipophile est un phospholipide 
comprenant des chaines acyle d'au moins 16 atomes de carbone. 

25 

5. Nanocapsules Iipidiques furtives selon Tune des revendications 1 a 

4, caracterisees en ce que ledit tensioactif lipophile est choisi parmi le HSPC 
(Hydrogenated Soy Phosphatidylcholine), le DSPC (Distearoyl 
Phosphatidylcholine), et !e DPPC (Dipalmitoyl Phosphatidylcholine) ainsi que 

30 leurs melanges. 
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REVENDICATIONS 

1. Nanocapsules lipidiques furtives constitutes d'un ccsur 
essentiellement lipidique liquide on semi-liquide a temperature ambiante et 
d'une enveloppe lipidique externe comprenant au moins un tensioactif 
hydrophile de nature lipidique, au moins un tensioactif lipophiie de nature 
lipidique et au moins un derive amphiphile du polyethylene glycol) dont la 
masse molaire de la partie poly(ethyl£ne glycol) est superieure ou egale a 
1000 g/mol, de preference superieure ou egale a 2000 g/mol. 

2. Nanocapsules lipidiques furtives selon la revendication 1, 
caracterisees en ce que ledit tensioactif lipophiie est une lecithine dont la 
proportion en phosphatidylcholine est au moins egale a 95 %, de preference 
superieure a 99 %. 

3. Nanocapsules lipidiques furtives selon Tune des revendications 1 a 

2, caracterisees en ce que ledit tensioactif lipophiie a une temperature de 
transition gel/liquide au moins egale a 25°C, de preference superieure a 
37°C. 

4. Nanocapsules lipidiques furtives selon Tune des revendications 1 a 

3, caracterisees en ce que le tensioactif lipophiie est un phospholipide 
comprenant des chaTnes acyle d'au moins 16 atomes de carbone. 

5. Nanocapsules lipidiques furtives selon Tune des revendications 1 a 

4, caracterisees en ce que ledit tensioactif lipophiie est choisi parmi le HSPC 
(Hydrogenated Soy Phosphatidylcholine), le DSPC (Distearoyl 
Phosphatidylcholine), et le DPPC (Dipalmitoyl Phosphatidylcholine) ainsi que 
ieurs melanges. 
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6. Nanocapsules lipidiques furtives selon Tune des revendications 1 a 

5, caracterisees en ce que ledit tensioactif lipophile represente entre 5 et 30 
mol % des molecules composant ladite enveloppe lipidlque externe. 

7. Nanocapsules lipidiques furtives selon Tune des revendications 1 a 

6, caracterisees en ce que ledit tensioactif hydrophile est choisi parmi les 
polyethylene glycol) alkyl esters et les polyethylene glycol) alkyl ethers ainsi 
que leurs melanges. 

8 . Nanocapsules lipidiques furtives selon Tune des revendications 1 a 

7, caracterisees en ce que ledit tensioactif hydrophile est un tensioactif non 
ionique de type polyethylene glycol)-660 12-hydrostearate comportant une 
chaine de 15 unites d'ethylene glycol. 

9. Nanocapsules lipidiques furtives selon Tune des revendications 1 a 

8, caracterisees en ce que ledit tensioactif hydrophile represente entre 60 et 
90 mol% des molecules composant ladite enveloppe lipidique exteme, de 
preference 80 mol%. 

10. Nanocapsules lipidiques furtives selon Tune des revendications 1 a 

9, caracterisees en ce que ledit derive amphiphile du polyethylene glycol) 
comporte une partie hydrophobe permettant son ancrage au niveau de ladite 
enveloppe lipidique externe et une partie hydrophile de type polyethylene 
glycol) tournee vers I'exterieur desdites nanocapsules lipidiques et qui 
confere a leur surface des proprietes hydrophiles. 

11. Nanocapsules lipidiques furtives selon Tune des revendications 1 
a 10, caracterisees en ce que ledit derive amphiphile du polyethylene glycol) 
est choisi parmi les phospholipides biodegradables. 

12. Nanocapsules lipidiques furtives selon I'une des revendications 1 
a 11, caracterisees en ce que lesdits phospholipides biodegradables sont 
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6. Nanocapsules lipidiques furtives selon Tune des revendications 1 a 

5, caracterisees en ce que ledit tensioactif lipophile represente entre 5 et 30 
mol % des molecules composant ladite enveloppe lipidique externe. 

7. Nanocapsules lipidiques furtives selon Tune des revendications 1 a 

6, caracterisees en ce que ledit tensioactif hydrophile est choisi parmi les 
polyethylene glycol) alkyl esters et les polyethylene glycol) alkyl ethers ainsi 
que leurs melanges. 

8 . Nanocapsules lipidiques furtives selon I'une des revendications 1 a 

7, caracterisees en ce que ledit tensioactif hydrophile est un tensioactif non 
ionique de type polyethylene glycol)-660 12-hydrostearate comportant une 
chatne de 15 unites d'ethylene glycol. 

9. Nanocapsules lipidiques furtives selon I'une des revendications 1 a 

8, caracterisees en ce que ledit tensioactif hydrophile represente entre 60 et 
90 mol% des molecules composant ladite enveloppe lipidique externe, de 
preference 80 mol%. 

10. Nanocapsules lipidiques furtives selon I'une des revendications 1 a 

9, caracterisees en ce que ledit derive amphiphile du poly(ethylene glycol) 
comporte une partie hydrophobe permettant son ancrage au niveau de ladite 
enveloppe lipidique externe et une partie hydrophile de type poly(ethylene 
glycol) tournee vers I'exterieur desdites nanocapsules lipidiques et qui 
confere a leur surface des proprietes hydrophiles. 

11. Nanocapsules lipidiques furtives selon I'une des revendications 1 
a 10, caracterisees en ce que ledit derive amphiphile du poly(ethylene glycol) 
est choisi parmi les phospholipides biodegradables. 

12. Nanocapsules lipidiques furtives selon la revendication 11, 
caracterisees en ce que lesdits phospholipides biodegradables sont 
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choisis parmi le DPPE-PEG X (Dipalmitoyl Phosphatidyl Ethanolamine), le 
DSPE-PEG X (Distearoyl Phosphatidyl Ethanolamine), et le DOPE-PEG x 
(Dioleoyl Phosphatidyl Ethanolamine) et le POPE-PEG (Palmitoyl Oleyl 
Phosphatidyl Ethanolamine) ou x est superieur ou egal a 1000 g/mol, ainsi 
que leurs melanges. 

13. Nanocapsules lipidiques furtives selon la revendication 12 
caracterisees en ce que lesdits phospholipides biodegradables sont choisis 
parmi le DSPE-PEG 200 o, le DSPE-PEG 30 oo et le DSPE-PEG 5000 , ainsi que 
leurs melanges. 

14. Nanocapsules lipidiques furtives selon Tune des revendications 1 
a 13, caracterisees en ce que ledit derive amphiphile du polyethylene glycol) 
represente entre 0.5 et 12 mol%, de preference entre 1 et 10 mol% des 
molecules composant ladite enveloppe iipidique externe. 

15. Nanocapsules lipidiques furtives selon I'une des revendications 1 
a 14, caracterisees en ce que ledit cceur essentiellement Iipidique represente 
entre 20 a 60 %, de preference entre 25 et 50 % en poids par rapport au 
poids total desdites nanocapsules. 

16. Nanocapsules lipidiques furtives selon I'une des revendications 1 
a 15, caracterisees en ce que ledit cceur essentiellement Iipidique est 
compose d'esters d'acides gras et/ou de triglycerides et/ou d'huile. 

17. Nanocapsules lipidiques furtives selon la revendication 16, 
caracterisees en ce que les triglycerides composant ledit cceur 
essentiellement Iipidique sont choisis parmi les triglycerides a cha.ne 
moyenne portant de 6 a 14 atomes de carbone et les triglycerides des 
acides capriques et capryliques, ainsi que leur melanges. 
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18. Nanocapsules lipidiques furtives selon la revendication 16, 
caracterisees en ce que les esters d'acides gras composant ledit coeur 
essentiellement lipidique sont choisis parmi les acides gras a chaTne 
moyenne portant de 8 a 18 atomes de carbone, tels que le palmitate 
d'ethyle, I'oleate d'ethyle, le myristate d'ethyle, le myristate d'lsopropyle, le 
myristate d'octyldodecyle, ainsi que leurs melanges. 

19. Nanocapsules lipidiques furtives selon Tune des revendications 1 
a 18, caracterisees en ce que leur diametre est compris entre 50 et 150 nm, 
de preference entre 80 et 120 nm. 

20. Nanocapsules lipidiques furtives selon Tune des revendications 1 
a 19, caracterisees en ce que la surface externe de ladite enveloppe lipidique 
externe est de nature hydrophile et que le cceur essentiellement lipidique est 
de nature lipophile. 

21. Nanocapsules lipidiques furtives selon Tune des revendications 1 a 
20, caracterisees en ce qu'elles portent a leur surface des ligands 
specifiques leur conferant des capacites de ciblage actif de cellules ayant 
des recepteurs pour ces ligands, notamment les cellules tumorales. 

22. Nanocapsules lipidiques furtives selon la revendication 21, 
caracterisees en ce que ledit ligand est de type saccharide ou 
oligosaccharide, vitamine ou encore de type oligopeptide, fragment 
d'anticorps ou anticorps monoclonal. 

23. Nanocapsules lipidiques furtives selon Tune des revendications 1 
a 22, caracterisees en ce qu'elles ont une demi-vie d'au moins 2 heures dans 
le compartiment sanguin de I'hote auquel elles sont administrees. 
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24. Nanocapsules lipidiques furtives selon Tune des revendications 1 
a 23, caracterisees en ce qu'elles peuvent liberer rapidement I'essentiel de 
leur content! par biodegradation et notamment par digestion enzymatique. 

25. Nanocapsules lipidiques furtives selon I'une des revendications 1 
a 24, caracterisees en ce qu'elles contiennent un ou plusieurs principes 
actifs. 

26. Nanocapsules lipidiques furtives selon la revendication 25, 
caracterisees en ce qu'elles contiennent un ou plusieurs principes actifs 
anticancereux de nature majoritairement lipophile choisis parmi le paclitaxel 
et ses derives tels que le docetaxel, la camptothecine et ses derives tels que 
I'irinotecan, le topotecan ou le rubitecan, le busulfan, le chlorambucil, les 
phthalocyanines, les caroteno'fdes, I'amphotericine B, la dexamethasone, et 
la daunomycine. 

27. Nanocapsules lipidiques furtives selon I'une des revendications 25 
a 26, caracterisees en ce qu'elles contiennent un ou plusieurs principes actifs 
anticancereux de nature amphiphile tels que la cytarabine, la 
cyclophosphamide, le methotrexate, les derives fluores tels que le 5- 
Fluorouracile ou le 5-fluorouridine, ou la doxorubicine. 

28. Nanocapsules lipidiques furtives selon I'une des revendications 25 
a 27, caracterisees en qu'elles contiennent un ou plusieurs principes actifs 
choisis parmi les anti-inflammatoires, les corticoides et les antibiotiques, les 
antalgiques et les anti-infectieux. 

29. Procede de preparation des nanocapsules selon I'une des 
revendications 1 a 28, caracterise en ce qu'il comprend une etape de 
preformation de nanocapsules depourvues de derive amphiphile du 
poly(ethyleneglycol), puis une etape de post-insertion desdits derives 
amphiphiles du poly(ethyleneglycol) a la surface de ces nanocapsules. 
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24. Nanocapsules lipidiques furtives selon l'une des revendications 1 
a 23, caracterisees en ce qu'elles peuvent liberer rapidement I'essentiel de 
leur contenu par biodegradation et notamment par digestion enzymatique. 

5 25. Nanocapsules lipidiques furtives selon l'une des revendications 1 

a 24, caracterisees en ce qu'elles contiennent un ou plusieurs principes 
actifs. 

26. Nanocapsules lipidiques furtives selon la revendication 25, 
10 caracterisees en ce qu'elles contiennent un ou plusieurs principes actifs 

anticancereux de nature majoritairement lipophile choisis parmi le paclitaxel 
et ses derives tels que le docetaxel, la camptothecine et ses derives tels que 
I'irinotecan, le topotecan ou le rubitecan, le busulfan, le chlorambucil, les 
phthalocyanines, les carotenoides et la daunomycine. 

15 

27. Nanocapsules lipidiques furtives selon l'une des revendications 25 
a 26, caracterisees en ce qu'elles contiennent un ou plusieurs principes actifs 
anticancereux de nature amphiphile tels que la cytarabine, la 
cyclophosphamide, le methotrexate, les derives fluores tels que le 5- 

20 Fluorouracile ou le 5-fluorouridine, ou la doxorubicine. 

28. Nanocapsules lipidiques furtives selon l'une des revendications 25 
a 27, caracterisees en qu'elles contiennent un ou plusieurs principes actifs 
choisis parmi les anti-inflammatoires, les corticoTdes tels que la 

25 dexamethasone et les antibiotiques, les antalgiques et les anti-infectieux tels 
que Pamphotericine B. 

29. Procede de preparation des nanocapsules selon l'une des 
revendications 1 a 28, caracterise en ce qu'il comprend une etape de 

30 preformation de nanocapsules depourvues de derive amphiphile du 
poly(ethyleneglycol), puis une etape de post-insertion desdits derives 
amphiphiles du poly(ethyleneglycol) a la surface de ces nanocapsules. 
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30. Precede de preparation des nanocapsules selon la revendication 
29, caracterise en ce que ladite etape de preformation comprend la synthese 
de nanocapsules depourvues du derive amphiphile du polyethylene glycol) 
selon ('inversion de phase d'une emulsion huile/eau provoquee par plusieurs 
cycles de montee et descente en temperature. 

31. Procede de preparation des nanocapsules selon la revendication 
29, caracterise en ce que ladite etape de post-insertion comprend une 
premiere etape de co-incubation des nanocapsules preformees en presence 
du derive amphiphile du polyethylene glycol), puis une seconde etape dite 
de trempe au cours de laquelle le melange derive amphiphile du 
poly(ethyleneglycol)/nanocapsules preformees ainsi obtenu est brusquement 
refroidit pour atteindre une temperature comprise entre 0 et 5°C. 

32. Procede de preparation des nanocapsules selon la revendication 
31, caracterise en ce que I'etape de co-incubation du melange derive 
amphiphile du polyethylene glycol)/nanocapsules preformees se fait a une 
temperature tres legerement superieure a la temperature de transition de 
phase gel/liquide dudit tensioactif lipophile de nature lipidique mais inferieure 
a la temperature diversion de phase du melange derive amphiphile du 
poly(ethyleneglycol)/nanocapsules preformees. 

33. Procede de preparation des nanocapsules selon Tune des 
revendications 29 a 32, caracterise en ce que le diametre des nanocapsules 
est ajuste par un ajustement de la proportion et de la longueur des chames 
hydrophiles du derive amphiphile lorsqu'il est introduit au niveau de I'etape 
de post-insertion. 

34. Procede de preparation des nanocapsules selon I'une des 
revendications 1 a 28, caracterise en ce que le diametre des nanocapsules 
est ajuste par un ajustement des proportions en sel, en tensioactif hydrophile 
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et de la purete du tensioactif lipophile dans !e melange de depart du procede 
de synthese classique. 

35. Procede de preparation des nanocapsules selon 1'une des 
revendications 29 a 34, caracterise en ce qu'il est exempt de solvants 
organiques et utilise seulement des composes biodegradables et approuves 
pour usage parenteral. 

36. Procede de preparation des nanocapsules selon I'une des 
revendications 29 a 35, caracterise en ce que lesdites nanocapsules sont 
sterilisees par filtration sterilisante sur filtre d'un diametre de 0,45 urn a 0,22 
urn. 

37. Procede de preparation des nanocapsules selon I'une des 
revendications 29 a 36, caracterise en ce que lesdites nanocapsules sont 
lyophilisees puis reconstitutes extemporanement sous forme de suspension 
collo'idale. 

38. Composition pharmaceutique comprenant les nanocapsules 
lipidiques selon I'une des revendications 23 a 28. 

39. Composition pharmaceutique selon la revendication 38 
caracterisee en ce qu'elle est sous la forme d'une suspension aqueuse 
collo'idale contenant lesdites nanocapsules lipidiques. 

40. Utilisation des nanocapsules lipidiques selon I'une des 
revendications 23 a 28 pour la fabrication d'un medicament, destine au 
traitement par voie sanguine des cancers et en particulier des tumeurs 
solides ou circulantes. 

41. Utilisation selon la revendication 40 pour le traitement de tumeurs 
circulantes par ciblage actif. 



63 



et de la purete du tensioactif lipophile dans le melange de depart du procede 
de synthese classique. 

35. Procede de preparation des nanocapsules selon Tune des 
revendications 29 a 34, caracterise en ce qu'il est exempt de solvants 
organiques et utilise seulement des composes biodegradables et approuves 
pour usage parenteral. 

36. Procede de preparation des nanocapsules selon Tune des 
revendications 29 a 35, caracterise en ce que lesdites nanocapsules sont 
sterilisees par filtration sterilisante sur filtre d'un diametre de 0,45 pm a 0,22 
pm. 

37. Procede de preparation des nanocapsules selon Tune des 
revendications 29 a 36, caracterise en ce que lesdites nanocapsules sont 
lyophilisees puis reconstitutes extemporanement sous forme de suspension 
colIoTdale. 

38. Composition pharmaceutique comprenant les nanocapsules 
lipidiques selon Tune des revendications 1 a 28. 

39. Composition pharmaceutique selon la revendication 38 
caracterisee en ce qu'elle est sous la forme d'une suspension aqueuse 
colIoTdale contenant lesdites nanocapsules lipidiques. 

40. Utilisation des nanocapsules lipidiques selon Tune des 
revendications 23 a 28 pour la fabrication d'un medicament, destine au 
traitement par voie sanguine des cancers et en particulier des tumeurs 
solides ou circulantes. 



64 



42. Utilisation selon la revendication 40, pour la fabrication d'un 
medicament destine au traitement des tumeurs solides par ciblage passif 
suite a ('extravasation desdites nanocapsules au travers des capillaires 

5 tumoraux. 

43. Utilisation des nanocapsules lipidiques selon la revendication 28 
pour la fabrication d'un medicament destine au traitement des inflammations 
et/ou des infections des tissus notamment chez I'Homme. 

10 

44. Utilisation selon Tune des revendications 40 a 43, caracterisee en 
ce que le medicament est destine a etre administre par voie parenteral, 
injecte dans la circulation de I'hote par voie intravascular, en particulier par 
voie intraveineuse, intra-arterielle, intraperitoneal et intramusculaire, mais 

15 egalement par voie sous cutanee et en particulier intra-articulaire. 

45. Utilisation des nanocapsules lipidiques selon Tune des 
revendications 1 a 22, pour la capture de molecules hydrophobes presentes 
dans la circulation sanguine suite a une intoxication. 

20 
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41. Utilisation des nanocapsules lipidiques selon la revendication 40 
pour la fabrication d'un medicament destine au traitement de tumeurs 
circulantes par ciblage actit 

42. Utilisation selon la revendication 40, pour la fabrication d'un 
medicament destine au traitement des tumeurs solides par ciblage passif 
suite a Pextravasation desdites nanocapsules au travers des capillaires 
tumoraux. 

43. Utilisation des nanocapsules lipidiques selon la revendication 28 
pour la fabrication d'un medicament destine au traitement des inflammations 
et/ou des infections des tissus notamment chez I'Homme. 

44. Utilisation selon I'une des revendications 40 a 43, caracterisee en 
ce que le medicament est destine a etre administre par voie parenterale, 
injecte dans la circulation de I'hote par voie intravasculaire, en particulier par 
voie intraveineuse, intra-arterielle, intraperitoneale et intramusculaire, mais 
egalement par voie sous cutanee et en particulier intra-articulaire. 

45. Utilisation des nanocapsules lipidiques selon Tune des 
revendications 1 a 28 pour la fabrication d'un medicament destine a la 
capture de molecules hydrophobes presentes dans la circulation 
sanguinesuite a une intoxication. 
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Formulations HSPC PEG 2000 
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Formulations HSPC sans DSPE-PEG 
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Formulations par le procede de post-insertion 



100 

go 

80 
70 
60 
50 
40 
30 
20 
10 



is n: 



mm 



504 



446 

Solutol HS15 (mg) 




401 



□ SM 
E3 2000 
El 5000 



Figure 3 



Cinetiques de disparition de 2 formulations dans le sang 
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